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RESUMO 
 Os eosinófilos participam da patogênese de várias doenças inflamatórias, incluindo 
infecções parasíticas e doenças alérgicas. Dentre as doenças alérgicas, a eosinofilia tem 
presença marcante na asma. Atualmente, a asma afeta 300 milhões de indivíduos no mundo, 
sendo considerada um problema de saúde pública mundial. A asma é uma doença inflamatória 
crônica que envolve interações entre fatores externos e genéticos, e tem como características 
principais a inflamação pulmonar e a hiperresponsividade brônquica. O recrutamento de 
eosinófilos para as vias aeríferas contribui para o caráter crônico da asma. A migração de 
eosinófilos para o tecido inflamado é um processo complexo, que é regulado por numerosos 
fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, óxido nítrico (NO) e interações de moléculas de 
adesão. Estudos prévios investigaram as interações funcionais entre NO e CC-quimiocinas. 
Young e colaboradores (1999) mostraram que o número de eosinófilos no lavado 
broncoalveolar (LBA) de macacos desafiados está marcadamente aumentado 24 horas após 
o desafio, e que este aumento é acompanhado de altos níveis de NO no ar exalado e de 
eotaxina no LBA. Em pacientes com rinite, a eotaxina aumentou o número de eosinófilos 
no fluido do lavado nasal e também os níveis de NO nasal (Hanazawa et al., 1999). Em 
contraste, em modelos murinos de asma a inibição seletiva da NOS induzível resultou na 
redução da migração eosinofílica para os pulmões (Feder et al., 1997; Iijima et al., 2001), 
que estava associada com o aumento da expressão da CC-quimiocina proteína quimiotática 
para monócito-1 (MCP-1) no tecido pulmonar (Trifilieff et al., 2000). Além disso, NO (ou 
doadores de NO) também são capazes de inibir a produção de RANTES (Frank et al., 
2000). O NO via formação de peroxinitrito (ONOO-) também pode reduzir a migração de 
eosinófilos induzida por eotaxina (Sato et al., 2000). Entretanto, o papel modulatório do 
NO nas funções do eosinófilo mediadas por CC-quimiocinas ainda permanece 
contraditório. Portanto, o presente trabalho investigou o efeito modulatório do NO na 
adesão aumentada, quimiotaxia e desgranulação do eosinófilo induzidas pelas CC-
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Nós realizamos ensaios funcionais (adesão e desgranulação), análise da expressão de 
moléculas de adesão por citometria de fluxo (VLA-4 e Mac-1) e a investigação de resíduos 
de tirosina nitrada para avaliar interações do NO com CC-quimiocinas em eosinófilos 
humanos. Os ensaios de MTT mostraram que as incubações de eosinófilos por 2, 3, ou 4 
horas com eotaxina (10, 100 e 1000 ng/ml) ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) não afetam 
a viabilidade celular e, em determinadas condições, até promovem a ativação das células. 
Os resultados de adesão à fibronectina mostraram que a eotaxina (10, 100 e 1000 ng/ml) ou 
RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) não aumentam a adesão de eosinófilos em períodos de 
incubação de 2 e 3 horas. Entretanto, a incubação de eosinófilos por 4 horas com eotaxina ou 
RANTES aumentou significativamente a adesão à fibronectina. O L-NAME (0.1 mM), 
individualmente, aumentou significativamente a adesão de eosinófilos à fibronectina; porém a 
co-incubação de L-NAME com eotaxina (ou RANTES) não afetou a adesão observada com 
cada agente isoladamente. Além disso, a expressão de VLA-4 e de Mac-1 não foi modificada 
em nenhuma das condições experimentais testadas. Eotaxina e RANTES também não foram 
capazes de aumentar os níveis de GMPc nos eosinófilos, em condições onde o SNP (0.1 mM), 
usado como controle positivo, aumentou significativamente os níveis desse segundo 
mensageiro. Além disso, eosinófilos tratados com L-NAME, eotaxina e RANTES, 
individualmente, foram capazes de desgranular estas células, mas a co-incubação de L-
NAME com eotaxina (ou RANTES), não alterou esta resposta. Os resultados de 
quimiotaxia mostraram migração significativa de eosinófilos (tratados ou não com L-
NAME) em resposta à eotaxina ou RANTES. Os resultados obtidos de Western blotting para 
3-nitrotirosina mostraram ausência de proteínas nitradas nos eosinófilos de indivíduos sadios 
ou asmáticos. No conjunto, nossos resultados mostram que, nas condições experimentais 
estabelecidas, o NO não modula adesão, migração e desgranulação em eosinófilos 
estimulados com eotaxina ou RANTES. 
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ABSTRACT 
 Eosinophils participate in the pathogenesis of many inflammatory diseases, 
including parasitic infections and allergic diseases. Of the allergic diseases, asthma is 
characterized by eosinophilia. Currently, asthma affects 300 million people in world, and is 
an important public health problem. Asthma is an inflammatory chronic disease that 
involves interactions between external and genetic factors, and has lung inflammation and 
bronchial hyperresponsiveness as major features. The recruitment of eosinophils into 
airways contributes to the asthma chronic character. The eosinophil migration to inflammed 
tissue is a complex process regulated by several factors, including cytokines, chemokines, 
nitric oxide (NO) and adhesion molecule interactions. Previous studies have investigated 
the functional interactions between NO and CC-chemokines. Young et al. (1999) showed 
that the number of eosinophils in the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid of challenged 
monkeys is markedly increased at 24 h post-challenge, accompanied by higher levels of 
both exhaled NO and eotaxin in BAL fluid. In rhinitis patients, eotaxin increased the 
number of eosinophils in the nasal lavage fluid, and that was also accompanied by elevated 
nasal NO levels (Hanazawa et al., 1999). In contrast, in murine models of asthma, selective 
inhibition of inducible NOS resulted in a reduction in pulmonary eosinophil migration 
(Feder et al., 1997; Iijima et al., 2001), with an increased expression of the CC-chemokine 
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) in the lung tissue (Trifilieff et al., 2000). 
Moreover, NO (or NO donors) have also been shown to inhibit the production of RANTES 
(Frank et al., 2000). Nitric oxide via peroxynitrite (ONOO-) formation is reported to reduce 
eotaxin-induced eosinophil migration (Sato et al., 2000). However, the modulatory role of 
NO in the CC-chemokines-mediated eosinophil functions is still not well understood. 
Therefore, the present study was designed to investigate the modulatory effect of NO in the 
enhanced eosinophil adhesion, chemotaxis and degranulation induced by the CC-
chemokines eotaxin and RANTES in vitro, and the expression of VLA-4 and Mac-1 on the 
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We therefore carried out functional assays (adhesion and degranulation), flow cytometry 
analysis of adhesion molecules (VLA-4 and Mac-1 expression) and investigation of 
tyrosine nitration to evaluate the interactions between NO and CC-chemokines in human 
eosinophils. MTT assays showed that incubation of eosinophils for 2, 3 or 4 hours with 
eotaxin (10, 100 and 1000 ng/ml) or RANTES (10, 100 and 1000 ng/ml) did not affect 
cellular viability and, in some conditions, even caused cellular activation. The results of 
adhesion to fibronectin showed that eotaxin (10, 100 and 1000 ng/ml) or RANTES (10, 100 
and 1000 ng/ml) did not increase eosinophil adhesion at 2 or 3 hours of incubation. 
Nevertheless, the incubation of eosinophils for 4 hours with eotaxin or RANTES 
significantly increased adhesion to fibronectin. L-NAME (0.1 mM), alone, significantly 
increased eosinophil adhesion to fibronectin; however the co-incubation of L-NAME with 
eotaxin (or RANTES) did not affect the adhesion of each agent. Moreover, expression of 
VLA-4 and Mac-1 were not modified by any of the experimental conditions. Eotaxin and 
RANTES did not increase eosinophil cGMP levels under the same conditions in which SNP 
(0.1mM), used as a positive control, significantly increased the levels of this second 
messenger. Furthermore, eosinophils treated with L-NAME, eotaxin and RANTES, alone, 
demonstrated degranulation, however the co-incubation of eosinophils with L-NAME and 
eotaxin (or RANTES) did not alter this response. Chemotaxis assays showed a significant 
eosinophil (treated or not with L-NAME) migration in response to eotaxin or RANTES. 
Western blotting for 3-nitrotyrosine-3 showed a lack of nitrated proteins in eosinophils from 
healthy or asthmatic donors. Taken together, results show that, under the experimental 
conditions established, NO does not modulate adhesion, migration and degranulation in 
eotaxin or RANTES-stimulated eosinophils. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 O eosinófilo 
 O eosinófilo é um leucócito polimorfonuclear e sua primeira descrição é, 
provavelmente, a de T. W. Jones (Jones, 1993) que em 1846 identificou no sangue uma 
chamada “célula granular grosseira”, cujas características correspondem ao eosinófilo. O 
termo eosinófilo foi primeiramente usado em 1879 por Paul Ehrlich, que demonstrou a 
grande afinidade tintorial desta célula por corantes ácidos, como a eosina (Jones, 1993; 
Giembycz & Lindsay, 1999; Adamko et al., 2005). 
 O desenvolvimento e a diferenciação dos eosinófilos acontecem no interior da 
medula óssea e são promovidos por 3 citocinas, o fator estimulador de colônias de 
granulócitos e macrófagos (GM-CSF), a interleucina-3 (IL-3) e a IL-5 (Rosenberg et al., 
2007). O GM-CSF e a IL-3 atuam em progenitores na fase inicial da diferenciação, e a IL-5 
parece ser ativa na fase tardia da diferenciação, ou seja, na diferenciação terminal, atuando 
em precursores já comprometidos com a linhagem eosinofílica (Denburg, 1998; Rosenberg 
et al., 2007). Acredita-se que a IL-5 seja a responsável pela liberação dos eosinófilos 
maduros da medula óssea para o sangue (Weller, 1997; Lampinem et al., 2004; Weller et 
al., 2005). 
 Na espécie humana, os eosinófilos maduros têm, geralmente, o núcleo bilobado. 
Porém, uma característica morfológica marcante deste tipo celular é a existência de 
numerosos grânulos citoplasmáticos. Os grânulos podem ser identificados como: grânulos 
específicos (ou secundários), grânulos pequenos, grânulos primários e corpúsculos 
lipídicos. Os grânulos específicos humanos são de grande importância por conterem 4 
proteínas catiônicas: proteína básica principal (MBP), proteína catiônica do eosinófilo 
(ECP), peroxidase do eosinófilo (EPO) e a neurotoxina derivada do eosinófilo (EDN). 
Esses grânulos têm um núcleo, ou cristalóide, que é evidenciado por microscopia 
eletrônica, composto basicamente por MBP, que corresponde a mais de 50% do total de 
proteína isolada dos grânulos eosinofílicos (Giembycz & Lindsay, 1999; Rothenberg & 
Hogan, 2006). Os eosinófilos podem secretar suas proteínas catiônicas granulares, que 
podem se fixar à superfície de vários tipos celulares e também a componentes de matriz 
extracelular (Gleich & Adolphson, 1986; Jones, 1993; Rothenberg & Hogan, 2006), 
resultando em dano e disfunção tecidual (Pease & Williams, 2001). 
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 Os grânulos pequenos foram identificados em eosinófilos tissulares humanos e 
contém fosfatase ácida e arilsulfatase, porém não estão presentes nas células circulantes e 
nem nas da medula óssea (Giembycz & Lindsay, 1999). 
 Os grânulos primários representam 5% dos grânulos eosinofílicos. Nesses grânulos 
encontra-se a proteína que forma os cristais de Charcot-Leyden e que tem atividade de 
lisofosfolipase. Traços de cristais de Charcot-Leyden dentro do núcleo e do citoplasma de 
células ativadas indicam que a proteína pode ser liberada intracelularmente (Giembycz & 
Lindsay, 1999). Outras enzimas como colagenase, histaminase, beta-glucoronidase, 
catepsina-D e catalase também são encontradas nos grânulos dos eosinófilos (Jones, 1993; 
Giembycz & Lindsay, 1999). 
 Os corpúsculos lipídicos correpondem a estruturas não ligadas à membrana. São 
organelas citoplasmáticas esféricas (0.5-2 μm de diâmetro), elétron-densas e que funcionam 
como estoque de ácido araquidônico, que é esterificado em glicerofosfolipídios, para a 
formação de eicosanóides. Os eosinófilos apresentam baixos números de corpúsculos 
lipídicos; entretanto, em desordens inflamatórias como asma, doença de Chron e síndromes 
associadas à hipereosinofilia, a freqüência e o tamanho dos corpúsculos lipídicos estão 
aumentados (Giembycz & Lindsay, 1999; Bandeira-Melo & Bozza, 2002). 
Além das proteínas catiônicas, em determinadas situações, os eosinófilos também 
são capazes de secretar várias citocinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-16, IL-
18), quimiocinas (RANTES e eotaxina) e mediadores lipídicos como o fator de ativação 
plaquetárica (PAF) e o leucotrienos B4 e C4 (Kita, 1996; Rothenberg & Hogan, 2006). 
Em indivíduos sadios, a contagem de eosinófilos no sangue periférico é 
relativamente baixa, representando de 0 a 3% dos leucócitos circulantes (Trivedi & Lloyd, 
2007). Entretanto, em determinados doenças, o eosinófilo pode ser seletivamente 
acumulado no sangue periférico ou em qualquer tecido do corpo. Assim, em resposta a 
diversos estímulos, os eosinófilos são recrutados da circulação para o foco inflamatório, 
onde são capazes de modular uma determinada resposta imunológica através de vários 
mecanismos. 
Os eosinófilos estão implicados na patogênese de numerosos processos 
inflamatórios, incluindo infecções parasíticas por helmintos e doenças alérgicas 
(Rothenberg, 1998; Rothenberg & Hogan, 2006). Dentre as doenças alérgicas, a eosinofilia 
    31
tem presença marcante em determinadas condições dermatológicas (como urticária, edema 




 Atualmente, a asma afeta 300 milhões de indivíduos no mundo, sendo considerada 
uma preocupação mundial (Global Initiative for Asthma, 2003; Lougheed, 2007). A incidência 
de asma e doenças alérgicas tem aumentado nos últimos 30 anos. Evidências apontam para 
diferenças na prevalência de doenças alérgicas entre as áreas urbana e rural na Europa e em 
países não-industrializados, com alta prevalência de doenças alérgicas nas áreas urbanas. Os 
países da América Latina, incluindo o Brasil, vêm sofrendo com o rápido processo de 
mudanças na população, que inclui urbanização, migração, desenvolvimento econômico e a 
adoção do “moderno estilo de vida”. Neste contexto, a asma e as doenças alérgicas estão entre 
os principais problemas de saúde pública em ascenção, principalmente na população infantil 
(Cooper et al., 2006; Pearce & Douwes, 2006b). 
 A asma é considerada uma doença inflamatória crônica que envolve interações entre 
fatores externos e genéticos (Vargaftig, 1999; Pearce & Douwes, 2006a; Cooper et al., 2006), 
e tem como características principais a inflamação pulmonar e a hiperresponsividade 
brônquica (O´Byrne et al., 1999; Cockcroft & Davis, 2006). Evidências científicas associam a 
existência de hiperresponsividade, com a inflamação das vias aeríferas. Entretanto, os 
mecanismos exatos que relacionam a inflamação com a hiperresponsividade do músculo liso 
das vias aeríferas não estão esclarecidos (Cockcroft & Davis, 2006). Além disso, a literatura 
mostra que a hiperresponsividade brônquica também pode ocorrer em indivíduos sem asma, 
podendo ser encontrada em 10-15% da população não asmática (Lilly, 2005).  
 Clinicamente, a asma se caracteriza por crises de dispnéia, tosse e sibilos. É uma 
doença episódica, alternando crises agudas com períodos assintomáticos. Embora seja rara, 
uma crise aguda de asma pode levar à morte (Kroegel et al., 1993; McFadden, 1994). 
 A asma é tradicionalmente dividida em 2 tipos básicos: asma intrínseca e extrínseca 
(Corrigan & Kay, 1992; Robbins et al. 1994; Wardlaw et al., 2002; Holgate, 2007). A asma 
intrínseca se caracteriza por história negativa para alergia, testes cutâneos e níveis séricos de 
imunoglobulina E (IgE) normais. Os pacientes desenvolvem os sintomas típicos de asma após 
    32
contato com certos estímulos como infecção (viral ou bacteriana) das vias aeríferas superiores 
(Corrigan & Kay, 1992; Kroegel et al., 1993; McFadden, 1994), ar frio, inalantes irritantes 
(ex: dióxido de enxofre), drogas (ex: aspirina), estresse emocional e exercício físico (Robbins 
et al., 1994; Busse & Lemanske, 2001). 
 A asma extrínseca é caracterizada por uma reação de hipersensibilidade do tipo I, 
induzida por um antígeno extrínseco. Este tipo inclui a asma alérgica (atópica), ocupacional e 
aspergilose broncopulmonar alérgica (Robbins et al. 1994). A asma alérgica é a mais comum, 
e é freqüentemente associada a um histórico familiar de atopia. É desencadeada por antígenos 
ambientais presentes na poeira, pólen, pêlos de animais, alguns alimentos, dentre outros. As 
crises agudas podem ser precedidas por manifestações de doenças alérgicas, como rinite, 
urticária ou eczema, reações cutâneas positivas à injeção intradérmica de extratos de antígenos 
inalados, níveis elevados de IgE no soro, e/ou respostas positivas a testes de provocação os 
quais envolvem a inalação de antígeno específico (Kroegel et al., 1993; McFadden, 1994; 
Robbins et al. 1994).  
 Independentemente da natureza dos agentes provocadores, estudos mostram 
semelhanças histopatológicas entre brônquios de pacientes asmáticos, sugerindo que a 
patogênese da doença não está necessariamente relacionada à coexistência de atopia. Deste 
modo, a asma é frequentemente, mas não invariavelmente, associada à atopia (Corrigan & 
Kay, 1992; Holgate, 2007). 
 
1.3 Eosinófilos e Asma 
 Indivíduos asmáticos apresentam número elevado de eosinófilos no sangue e no lavado 
broncoalveolar (LBA) (Sato et al., 1999; Prussin & Metcalfe, 2006), e infiltrado inflamatório 
pulmonar rico em células ativadas, como mastócitos, monócitos, linfócitos e, principalmente, 
eosinófilos (Corrigan & Kay, 1992; Holgate, 2007). A importância dos eosinófilos na asma foi 
enfatizada pelos achados que correlacionavam o grau de eosinofilia no sangue e no LBA com 
o grau de hiperresponsividade brônquica e gravidade da doença (Gonzalo et al., 1998; Sato et 
al., 1999; Mould et al., 2000; Weller et al., 2005). Entretanto, atualmente tem se admitido que 
o papel dos eosinófilos na indução da hiperresponsividade das vias aeríferas é controverso, já 
que tem se demonstrado que a hiperresponsividade pode ocorrer na ausência de inflamação 
eosinofílica (Giembycz, 2001; Smit & Lukacs, 2006). 
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Os eosinófilos ativados liberam substâncias citotóxicas, como espécies reativas de 
oxigênio e as proteínas tóxicas MBP, ECP e EPO, além de produzirem e liberarem vários 
mediadores pró-inflamatórios, incluindo citocinas, quimiocinas e mediadores lipídicos que 
podem intensificar a resposta inflamatória (Giembycz & Lindsay, 1999; Foster, 1999; Powell 
et al., 2001; Rothenberg & Hogan, 2006). Estudos mais recentes mostram que os eosinófilos 
participam da patogênese da asma não somente através da liberação de proteínas 
granulares, mediadores lipídicos, espécies reativas de oxigênio, citocinas e fatores de 
crescimento, mas também participam de complexas interações célula-célula, levando a uma 
inflamação crônica pulmonar de perfil T helper 2 (TH2) (Holgate, 2007; Jacobsen et al., 
2007). 
Os achados obtidos de pacientes asmáticos e de modelos de asma experimental 
mostram que os eosinófilos têm um papel importante nesta doença; seu acúmulo seletivo e 
ativação na mucosa brônquica são considerados eventos centrais na patogênese da asma 
(Welller, 1991; Shahabuddin et al., 2000; Kay, 2005). 
 
1.4 O papel das integrinas na migração de eosinófilos 
Acredita-se que o recrutamento de eosinófilos para as vias aeríferas exacerbe a asma 
e contribua para o caráter crônico desta doença (Pawankar et al., 2003). A migração de 
eosinófilos para o tecido inflamado é um processo complexo, que é regulado por numerosos 
fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, óxido nítrico (NO) e interações de moléculas de 
adesão; interações estas não só entre células, mas também de células e elementos da matriz 
extracelular (Gonlugur & Efeoglu, 2004).  
A passagem dos eosinófilos do lúmen do vaso para os tecidos ocorre através de 
etapas, que são o priming, rolamento pelo endotélio, adesão firme ao endotélio, diapedese 
transendotelial e quimiotaxia para o sítio inflamado. As moléculas de adesão participam de 
todas as etapas da migração, cada uma de alguma forma. As moléculas são divididas em 3 
sub-famílias: selectinas, integrinas e a superfamília das imunoglobulinas (Lampinen et al, 
2004; Gonlugur & Efeoglu, 2004). 
As integrinas estão entre os receptores celulares mais versáteis que existem, e têm 
sido alvo de muito interesse no estudo da patogênese da asma por serem moléculas de 
adesão importantes no extravasamento dos eosinófilos do sangue para as vias aeríferas. 
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Entretanto, entender as funções das integrinas num determinado tipo celular é complicado, 
e isso se deve ao fato de cada integrina poder estar presente em diferentes estados 
conformacionais, variados níveis de expressão, e poder formar cluster na membrana 
plasmática (Xiao et al., 2004; Humphries, 2004). As integrinas são heterodímeros e, cada 
heterodímero, interage com seu ligante (contra-receptor), que pode estar presente na matriz 
extracelular ou na superfície de outras células. Eosinófilos periféricos humanos expressam 
7 integrinas: α4β1 (CD49d/CD29), α6β1 (CD49f/CD29), αMβ2 (CD11b/CD18), αLβ2 
(CD11a/CD18), αXβ2 (CD11c/CD18), αDβ2 (CD11d/CD18) e α4β7 (CD49d/β7) (Barthel et 
al., 2008). 
O proceso de migração ocorre através da ligação de receptores de adesão presentes 
na superfície dos eosinófilos, aos seus respectivos contra-receptores expressos no endotélio 
vascular. Assim, os eosinófilos migram dos vasos sanguíneos para o sítio inflamado, 
entram na matriz extracelular e se ligam a proteínas de matriz, como a fibronectina. A 
adesão firme dos eosinófilos à fibronectina é mediada pela ligação do VLA-4 
(CD49d/CD29; α4β1) à região CS-1 da proteína (Broide & Sriramarao, 2001). Já que os 
eosinófilos normalmente residem nos tecidos, acredita-se que a interação com proteínas de 
matriz extracelular possa influenciar em suas funções. De fato, a fibronectina é uma 
proteína abundante da matriz extracelular, e é conhecida por mediar inúmeras interações 
biológicas importantes entre células e matriz extracelular, incluindo adesão, mobilidade 
celular e aumento da afinidade das moléculas de adesão (Burridge et al., 1992; Meng & 
Lowell, 1998; Fernvik et al., 2000).  
Os eosinófilos de pacientes alérgicos e asmáticos têm respostas migratórias, 
adesivas e de desgranulação aumentadas em relação a eosinófilos de indivíduos sadios. Isto 
provavelmente se deve à presença das IL-3, IL-5 e do GM-CSF no sangue destes pacientes, 
situação que pode ser mimetizada in vitro com o uso de citocinas recombinantes. Assim, a 
exposição dos eosinófilos a algumas citocinas modifica o fenótipo destas células tornando-
as “primadas” (ativadas), caracterizando assim a etapa de priming (Lampinen et al, 2004). 
Posteriormente ocorre o rolamento, que é o contato inicial dos eosinófilos com a 
parede do vaso sanguíneo, antes do extravasamento. Esta etapa é mediada pelas selectinas 
(E, L e P-selectinas), e a adesão reversível entre elas e seus ligantes faz com que os 
eosinófilos se movam devagar ao longo do endotélio. A expressão de L- e P-selectinas nas 
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células endoteliais pode ser aumentada na presença de citocinas como IL-1 e fator de 
necrose tumoral-α (TNF-α), enquanto a L-selectina é constitutivamente expressa nos 
eosinófilos e se liga ao MadCAM -1 endotelial e CD34 (Gonlugur & Efeoglu, 2004). 
 O movimento lento auxilia os eosinófilos a aderirem firmemente através da ligação 
das integrinas a seus contra-receptores. As integrinas mais importantes na adesão firme de 
eosinófilos ao endotélio são Mac-1 (CD11b/CD18; αxβ2) e VLA-4 (CD49d/CD29; α4β1), 
que se ligam a ICAM-1 e VCAM-1, respectivamente. ICAM-1 e VCAM-1 são membros da 
superfamília das imunoglobulinas; estão presentes na superfície das células endoteliais, e 
são responsáveis pela interação célula-célula (Lampinen et al, 2004; Gonlugur & Efeoglu, 
2004). As integrinas Mac-1 e VLA-4, além da fibronectina, também podem se ligar a 
outros componentes da matriz extracelular, como fibrinogênio e ao receptor C3bi (Mac-1) 
(Zhang & Plow, 1996).  
Após a adesão firme, os eosinófilos são capazes de migrar para os tecidos em 
resposta a fatores quimiotáticos produzidos no local da inflamação. Esta migração é um 
movimento direcionado pelo gradiente de concentração, e é caracterizado por adesão e des-
adesão a proteínas da matriz extracelular (Lampinen et al, 2004).  
A expressão baixa ou ausente de α4β1 em neutrófilos humanos purificados sugere 
que o reconhecimento do VCAM-1 pelo eosinófilo via α4β1 seja um importante mecanismo 
pelo qual a infiltração seletiva de eosinófilos acontece na asma (Bochner et al., 1991; 
Weller et al., 1991; Taooka et al., 1999; Kirveskari et al., 2000). Além disso, a ligação de 
α4β1 ao VCAM-1 resulta na modulação de outras funções além do rolamento, adesão e 
migração do eosinófilo, como a potencialização da geração de ânion superóxido (Nagata et 
al., 1995). 
Em resumo, uma variedade de mediadores inflamatórios em contato com a 
superfície das células endoteliais são reconhecidos pelos leucócitos após o contato inicial. 
Isto leva à ativação das integrinas presentes nos leucócitos, que resulta numa adesão estável 
(firme) e possibilitando a migração da célula. Finalmente, os leucócitos transmigram por 




    36
1.5 Quimiocinas 
 As quimiocinas representam uma grande família de proteínas quimiotáticas de baixo 
peso molecular (8-15 KDa), que são produzidas por numerosos tipos celulares e têm papel 
essencial nas reações inflamatórias (Palmqvist et al., 2007).  
 As quimiocinas humanas contêm 2 resíduos de cisteína conservados na porção N 
terminal de sua estrutura de aminoácidos, e é com base na posição destes resíduos que foi 
feita a classificação das quimiocinas em 4 sub-famílias: CC, CXC, C e CX3C quimiocinas 
(Bandeira-Melo et al., 2001; Palmqvist et al., 2007). As CC (ou β) quimiocinas têm seus 
resíduos de cisteína adjacentes; as CXC (ou α) quimiocinas têm seus resíduos de cisteína 
separados por um aminoácido; as C (ou γ) quimiocinas têm somente um resíduo de cisteína; 
e as CX3C quimiocinas (ou δ) quimiocinas têm 3 aminoácidos separando seus resíduos de 
cisteína (Giembycz & Lindsay, 1999; Palmqvist et al., 2007). 
 Os efeitos biológicos das quimiocinas são mediados pela interação destas proteínas 
com receptores específicos, que pertencem à superfamília de receptores acoplados à 
proteína G (Blease et al., 2000a; Palmqvist et al., 2007). Até o momento, quase 50 
quimiocinas e 20 receptores já foram identificados. A maioria dos receptores de 
quimiocinas exibem múltipla especificidade de ligação, ou seja, várias quimiocinas podem 
se ligar ao mesmo receptor. Além disso, uma mesma quimiocina pode se ligar a diferentes 
receptores, como é o caso do RANTES, que pode se ligar aos receptores CCR1, CCR3 e 
CCR5 (Palmqvist et al., 2007). Entretanto, a eotaxina se liga somente ao CCR3 (Giembycz 
& Lindsay, 1999). As CC quimiocinas eotaxina e RANTES, que foram as utilizadas neste 
trabalho, têm como alvo numerosos tipos celulares, incluindo monócitos, eosinófilos e 
basófilos (Blease et al., 2000a). 
  Embora inicialmente tenham sido descritas como citocinas quimiotáticas, 
atualmente sabe-se que as quimiocinas têm múltiplos papéis num processo inflamatório, 
incluindo a regulação do tráfego de leucócitos, a imunomodulação da ativação do leucócito, 
fibrose, angiogênese, hematopoese e o estabelecimento e manutenção da 
hiperresponsividade (Taub & Oppenheim, 1994; Boulet et al., 1997; Boulet et al.,1998). 
Contudo, a expressão de receptores de quimiocinas não está limitada às células 
inflamatórias. Sabe-se que células estruturais como epiteliais, endoteliais, do músculo liso e 
fibroblastos também expressam receptores e são capazes de produzir quimiocinas, podendo 
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assim contribuir com uma enorme variedade de funções biológicas (Strieter et al., 1989; 
Standiford et al., 1990). 
 
1.6 Desgranulação de eosinófilos 
 É bem estabelecido pela literatura que eosinófilos ativados produzem e liberam 
muitas substâncias pró-inflamatórias, como as proteínas catiônicas e espécies reativas de 
oxigênio. Estudos mostraram que a MBP e a EPO têm capacidade de danificar tecidos 
(Giembycz & Lindsay, 1999; Rothenberg & Hogan, 2006). Evidências de estudos in vitro e in 
vivo mostraram que a ECP e a MBP, quando liberadas, danificam o epitélio do trato 
respiratório (Motojima et al., 1989).  
 Uma vez recrutados para os tecidos, os eosinófilos recebem sinais que promovem a 
desgranulação e a secreção de citocinas. Estudos in vitro indicam que várias citocinas, 
quimiocinas, mediadores lipídicos e imunoglobulinas são capazes de induzir a desgranulação 
de eosinófilos. A IL-5 e a eotaxina estão entre os mediadores que contribuem para a regulação 
do tráfego de eosinófilos e desgranulação (Mould et al., 2000; Fujisawa et al., 2000).  
 A desgranulação dos eosinófilos pode acontecer, dependendo do padrão e da natureza 
do estímulo (Giembycz & Lindsay, 1999), de 3 modos distintos: exocitose clássica, exocitose 
composta e desgranulação piecemeal; assim como também através da citólise (Logan et al., 
2003; Moqbel & Coughlin, 2006). A exocitose clássica envolve a extrusão dos grânulos 
secretórios, ou seja, a liberação dos conteúdos dos grânulos é feita através da fusão com a 
membrana plasmática, mas este mecanismo ainda não foi demonstrado in vivo nos tecidos das 
vias aeríferas (Erjefalt & Persson, 2000; Moqbel & Coughlin, 2006). A exocitose composta 
implica na fusão de múltiplos grânulos intracelulares, antes da liberação (Hafez at al., 2003).  
 A secreção do eosinófilo geralmente envolve um processo chamado desgranulação 
piecemeal (ou seja, em etapas), onde pequenas vesículas secretórias medeiam a depleção dos 
conteúdos dos grânulos (Crivellato et al., 2003; Logan et al., 2003). A desgranulação 
piecemeal nos eosinófilos resulta na secreção seletiva de determinados conteúdos dos 
grânulos, dependendo do estímulo utilizado. Após a transferência do conteúdo dos grânulos 
para as pequenas vesículas, estas serão subsequentemente liberadas através de exocitose. 
(Dvorak & Dvorak, 1975; Capron et al., 1989; Dvorak et al., 1991; Bandeira-Melo & Weller, 
2005; Trivedi & Lloyd, 2007). A desgranulação através da citólise envolve a deposição 
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extracelular dos grânulos intactos na lise da célula e perda da integridade da membrana 
(Moqbel & Coughlin, 2006). 
 Estudo realizado com biópsias nasais após desafio com alergeno revelaram que 67% 
dos eosinófilos encontrados estavam em processo de desgranulação piecemeal (Erjefalt et 
al.,1999). De fato, a desgranulação piecemeal parece ser o mecanismo predominante de 
liberação de grânulos na inflamação alérgica (Dvorak et al., 1980; Ahlstrom-Emanuelsson et 
al., 2004). 
 Embora os efeitos quimiotáticos das quimiocinas sejam bastante estudados, pouco se 
sabe sobre a precisa contribuição das quimiocinas seletivas para eosinófilos sobre as funções 
efetoras dos mesmos. Fujisawa e colaboradores (2000) demonstraram que, quando comparada 
com outros estímulos como IgG imobilizada e IgA (que induzem a desgranulação liberando 
aproximadamente 25 % do total da EDN), as CC-quimiocinas são fracas (aproximadamente 
12 %). Horie e colaboradores (1996) mostraram que RANTES induz liberação de EDN por 
eosinófilos humanos, embora esta liberação seja menor quando comparada com eosinófilos 
estimulados por GM-CSF, IL-3 e IL-5. Um outro estudo mostrou que eosinófilos humanos 
estimulados com eotaxina ou RANTES liberam quantidades de EDN equivalentes e 
comparáveis às quantidades liberadas por eosinófilos estimulados com PAF, potente ativador 
de eosinófilos (El-Shazly et al., 1998).  
 Outro estudo usou um modelo de transgene em camundongos naive para analisar o 
efeito seletivo da inalação do antígeno sobre a desgranulação do eosinófilo e a 
hiperresponsividade, na presença de eotaxina e IL-5. Os resultados mostraram que a expressão 
de eotaxina e IL-5 nas vias aeríferas não é capaz de induzir a desgranulação do eosinófilo e 
nem induzir hiperresponsividade, embora induza significativa eosinofilia no LBA e nas vias 
aeríferas. A desgranulação dos eosinófilos e a hiperresponsividade se mostraram fenômenos 
dependentes de células TCD4+. Resultados prévios dos mesmos autores confirmam estes 
resultados pois mostram que a inalação do antígeno ovalbumina não predispõe à 
desgranulação ou à hiperresponsividade em camundongos deficientes para MHC II após a 
transferência dos genes para IL-5 e eotaxina. Os resultados destes estudos sugerem que a 
captação e o processamento do antígeno por células apresentadoras de antígeno (APC) 
profissionais no pulmão resulta na expansão de células TCD4+, que subsequentemente levam à 
desgranulação dos eosinófilos das vias aeríferas (Mould et al., 2000). 
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 Enfim, embora não seja clara, a contribuição das quimiocinas na desgranulação de 
eosinófilos parece ter grande significância devido à presença delas no sítio inflamatório, em 
resposta ao estímulo imunológico. 
 
1.7 Nitração de tirosina em eosinófilos 
 O NO pode reagir com o ânion superóxido (ou com o oxigênio) levando à formação 
de espécies reativas de óxido de nitrogênio. Estes efeitos indiretos do NO costumam 
ocorrer na presença de altas concentrações deste mediador, sendo subdivididos em três 
tipos: nitrosação, oxidação e nitração. O NO pode levar à formação de intermediários 
altamente reativos, como o peroxinitrito (ONOO-), o qual possui a capacidade de oxidar 
lipídios e nitrar proteínas (Beckman & Koppenol, 1996). O ONOO- ou um de seus 
intermediários reativos, pode reagir com compostos fenólicos como a tirosina para formar 
produtos da nitração (3-nitrotirosina; 3NT) (Ischiropoulos et al., 1992; Van Der Vliet et al., 
1995). Vários estudos mostram a presença de 3NT em doenças humanas e em modelos 
animais como aterosclerose (Beckman et al., 1994; Buttery et al., 1996), doença de 
Alzheimer (Good et al., 1996; Smith et al., 1997), deficiência renal crônica, choque séptico 
(Fukuyama et al., 1997), artrite (Kaur & Halliwell, 1994) e asma (Saleh et al., 1998; 
Andreadis et al., 2003).  
 Estudos têm identificado vias alternativas para a formação de reativos oxidantes 
derivados de NO, incluindo as peroxidases de leucócitos. Van Der Vliet e colaboradores 
(1997) demonstraram que a mieloperoxidase (MPO) pode usar nitrito (NO2¯), principal 
produto final do metabolismo do NO, como substrato para nitrar resíduos de tirosina. 
Estudos subseqüentes com neutrófilos e monócitos demonstraram que espécies restivas de 
nitrogênio geradas a partir de MPO podem desempenhar papéis significativos na 
modificação oxidativa de biomoléculas (Eiserich et al., 1998; Schmitt et al., 1999; Hazen et 
al., 1999; Podrez et al., 1999; Podrez et al., 2000). 
 Estudo prévio sugeriu a existência de nitração na asma, a qual seria mediada pelo 
ONOO- (Saleh et al., 1998). De fato, além de o ONOO- modular a migração de eosinófilos 
induzida pela eotaxina (Sato et al., 2000), há relato da formação de 3NT e aumento na 
expressão de iNOS em eosinófilos de LBA de camundongos (Iijima et al., 2001). Estudos 
de imunolocalização revelaram que o epitélio das vias aeríferas e os eosinófilos são a maior 
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fonte celular para a formação de nitrotirosina em vias aeríferas de indivíduos asmáticos 
(Dweik et al., 2001). 
 Um estudo demonstrou que a EPO é significativamente mais eficaz que a MPO em 
promover a nitração de proteínas em concentrações fisiologicamente relevantes de NO2- 
(Wu et al., 1999). Trabalho realizado com eosinófilos humanos mostrou que os eosinófilos 
são a principal fonte de oxidantes durante a asma e que eles usam mecanismos distintos 
para a geração de oxidantes de NO, identificando a EPO como uma fonte enzimática de 
intermediários nitrados nos eosinófilos (MacPherson et al., 2001). De fato, outros trabalhos 
também sugerem que as peroxidases, inclusive a peroxidase do eosinófilo, possam ser 
responsáveis pela nitração de proteínas nestas células (Duguet et al., 2001; Brennan et al., 
2002; Van Dalen et al., 2006). 
 
1.8. O papel da eotaxina e do RANTES na asma 
O mecanismo que promove o recrutamento de eosinófilos para o sítio inflamatório 
ainda não está completamente elucidado, porém evidências apontam para o envolvimento 
de citocinas (ex: IL-3, GM-CSF e IL-5) e quimiocinas nesse processo (Giembycz & 
Lindsay, 1999; Shahabuddin et al., 2000; Murray et al., 2006; Pease & Williams, 2006). As 
quimiocinas são consideradas moléculas potentes na regulação do recrutamento seletivo de 
leucócitos para sítios inflamados (Kaburagi et al., 2001). Várias quimiocinas têm sido 
descritas como quimiotáticas para eosinófilos, e assim supostamente importantes na 
patogênese da asma (Shahabuddin et al., 2000). Estas incluem a sub-família das CC-
quimiocinas, como as eotaxinas (1, 2 e 3), RANTES, MCP-3 e MCP-4 (Shahabuddin et al., 
2000; Teran, 2000; Kaplan, 2001).  
A eotaxina foi a primeira quimiocina eosinófilo-específica a ser descoberta. Ela foi 
primeiramente identificada no LBA de cobaias sensibilizadas após o desafio com 
ovalbumina (Jose et al., 1994). Posteriormente, a eotaxina também foi identificada em 
camundongo (Rothenberg et al., 1995), rato (Williams et al., 1998) e humanos (Garcia-
Zepeda et al., 1996). 
A eotaxina é o fator quimiotático para eosinófilos mais importante; e isso se deve à 
sua potência e sua seletividade para o receptor CCR3, que está presente principalmente em 
eosinófilos e basófilos (Powell et al., 2001; Kaburagi et al., 2001). Estudos feitos com 
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modelos de asma experimental mostraram que a deleção do gene para CCR3 prejudica o 
recrutamento de eosinófilos (Humbles et al., 2002; Pope et al., 2005; Fulkerson et al., 
2006). Acredita-se que esta quimiocina se liga ao CCR3 presente na superfície dos 
eosinófilos, levando ao aumento da expressão de integrinas, como α4β1. As integrinas 
ligam-se aos seus receptores complementares presentes no endotélio, resultando na 
migração da célula através da parede do vaso (Pease & Williams, 2006).  
 Estudos feitos em pacientes asmáticos mostraram que os níveis de eotaxina se 
encontram significativamente aumentados na mucosa brônquica, no LBA e no escarro, 
quando os mesmos parâmetros foram analisados em indivíduos sadios (Brown et al., 1998; 
Yamada et al., 2000).  
Evidências experimentais mostraram que a expressão de RNA mensageiro (RNAm) 
para eotaxina está aumentada no tecido pulmonar de cobaias após o desafio com o 
antígeno, e que a administração nasal de eotaxina induz influxo de eosinófilos para as vias 
aeríferas. Camundongos knockout para o gene da eotaxina têm o recrutamento de 
eosinófilos suprimido, na fase inicial, após o desafio (Teran, 2000). 
Os efeitos da eotaxina humana in vitro sobre eosinófilos incluem quimiotaxia, 
migração transendotelial (Shahabuddin et al., 2000), indução da mobilização de cálcio e 
polimerização de actina, aumento de CD11b (Powell et al., 2001) e indução e liberação de 
metabólitos reativos de oxigênio (Honda & Chiara, 1999; Teran, 2000). A eotaxina in vivo 
parece agir conjuntamente com a IL-5, induzindo recrutamento de eosinófilos. A IL-5 
promove a mobilização dos eosinófilos da medula óssea, enquanto a eotaxina os recruta 
para os tecidos.  
Em humanos também se observou aumento da expressão de RNAm para eotaxina 
em biópsias de pacientes asmáticos e no LBA após o desafio com o alérgeno. A presença e 
a concentração de eotaxina solúvel no soro destes pacientes asmáticos parece estar 
relacionada com a gravidade da doença, particularmente em casos agudos de asma (Kaplan, 
2001). Além disso, foi demonstrada uma associação direta entre os níveis aumentados de 
eotaxina, o diagnóstico da asma e o comprometimento da função pulmonar (Nakamura et 
al., 1999). De fato, pacientes com asma aguda apresentam níveis de eotaxina 
significativamente maiores dos que os que têm asma estável (Lilly et al., 1999). 
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Outros estudos com humanos revelaram que a eotaxina (eotaxina-1) parece ser 
detectada imediatamente após o desafio alergênico, enquanto a eotaxina-2 e, possivelmente, 
a eotaxina-3, aparecem mais tardiamente, contribuindo para a persistência da eosinofilia 
(Ravensberg et al., 2005). 
 O RANTES se liga ao CCR3, porém também se liga a outros receptores, sendo 
assim menos seletivo que a eotaxina (Powell et al., 2001; Pease & Williams, 2006). Deste 
modo, além de quimiotático para eosinófilos, atrai também monócitos, basófilos, células T 
e mastócitos (Kaburagi et al., 2001).  
 Trabalho realizado in vivo mostrou que a injeção intradérmica de RANTES é capaz 
de induzir a formação de exsudato rico em eosinófilos (Meurer et al., 1993). Um estudo in 
vitro mostrou que o RANTES representa um importante ativador do metabolismo oxidativo 
do eosinófilo (Kapp et al., 1994). Estes trabalhos caracterizam a importância do RANTES 
para o recrutamento e a ativação de eosinófilos. 
 Entretanto, as evidências para um papel in vivo do RANTES como fator 
quimiotático na inflamação alérgica surgiram posteriormente, a partir de evidências que a 
neutralização desta quimiocina por um antagonista do receptor (Met-RANTES) inibe o 
recrutamento de linfócitos e eosinófilos (Gonzalo et al., 1998; Teran, 2000). Teran e 
colaboradores (2000) identificaram RANTES como quimiotático para eosinófilos no LBA 
de asmáticos após o desafio com o alérgeno. Este estudo mostrou que baixas concentrações 
de RANTES são capazes de induzir quimiotaxia de eosinófilos, e que os níveis desta 
quimiocina estão correlacionados com o número de eosinófilos presentes no LBA, 
sugerindo que o RANTES está envolvido diretamente no recrutamento eosinofílico durante 
a fase tardia da asma (Teran, 2000). De fato, o uso de anticorpo anti-RANTES durante a 
resposta alérgica das vias aeríferas causa redução significativa do recrutamento de 
eosinófilos para a região peribrônquica (Lukacs et al., 1996; Lukacs et al., 1997; Gonzalo et 
al., 1998). 
 Estudo em humanos mostrou que o desenvolvimento do estado asmático está 
relacionado com os níveis elevados de MCP-1, MIP-1α e RANTES no LBA (Tillie-
Leblond et al., 2000).  
 Outros achados apóiam as observações anteriores, pois revelaram o aumento da 
expressão de RNAm para RANTES em biópsias brônquicas de indivíduos asmáticos 
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(Teran, 2000; Kaburagi et al., 2001), e também o aumento dos níveis plasmáticos de 
RANTES em pacientes com ataques agudos de asma (Kaburagi et al., 2001).  
As informações da literatura aqui relatadas caracterizam a importância da eotaxina e 
do RANTES principalmente na inflamação alérgica. Embora RANTES seja menos seletivo 
que a eotaxina, também é uma quimiocina importante quando se discute recrutamento 
eosinofílico. Enfim, as quimiocinas em geral não só asseguram a presença de leucócitos 
específicos no foco inflamatório agindo diretamente nos mesmos, mas também regulam a 
expressão de outras quimiocinas e a ativação de vários mediadores inflamatórios 
produzidos por diferentes tipos celulares (Gonzalo et al., 1998).  
 
1.9 Óxido Nítrico e Asma 
 1.9.1 Biossíntese de óxido nítrico 
 O NO é um gás produzido por vários tipos celulares (Nathan, 1992) e tem papel-
chave na regulação de múltiplas funções biológicas (Moncada et al., 1991; Tulic et al., 
2000). Muitas de suas ações são mediadas pela ativação da guanilato ciclase solúvel e 
conseqüente aumento da concentração de guanosina monofosfato cíclico (GMPc) nas 
células-alvo (Moncada & Higgs, 1993; Giembycz & Lindsay, 1999). 
 O NO é formado a partir do aminoácido L-arginina, por uma família de enzimas 
coletivamente conhecidas como NO sintases. Atualmente são conhecidas 3 NO sintases. 
Duas delas, a eNOS (óxido nítrico sintase endotelial ou NOS III) e a nNOS (óxido nítrico 
sintase neuronal ou NOS I) são expressas constitutivamente e são assim chamadas porque 
expressam o nome dos tecidos onde foram primeiramente identificadas. Ambas são 
reguladas pelo complexo Ca+2/Calmodulina, produzem pequenas quantidades de NO por 
curtíssimos períodos de tempo (de segundos a alguns minutos) e desempenham funções 
regulatórias na neurotransmissão e no sistema cardiovascular. A terceira isoenzima é a 
iNOS (óxido nítrico sintase induzível ou NOS II) e é assim chamada por poder ser induzida 
por LPS (lipopolissacarídeo) e certas citocinas. Esta isoforma é independente de Ca+2 e 
pode produzir maiores quantidade de NO por períodos de tempo mais longos (Ignarro & 
Murad, 1995; Giembycz & Lindsay, 1999).  
 As NOS são ativas na forma de homodímeros de pesos moleculares entre 250-300 
kDa (Knowles & Moncada, 1994; Förstermann et al., 1998). A ligação da calmodulina 
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aumenta a transferência de elétrons no domínio redutase e permite a redução do 
grupamento heme com conseqüente atividade da NOS (Matsuoka et al., 1994; Abu-Soud et 
al., 1994). Todas as isoformas da NOS podem ser inibidas, em graus variáveis, por 
análogos da L-arginina substituídos no grupamento guanidino (Nω; Mayer & Andrew, 
1998; Boucher et al., 1999), como o Nω-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Mayer & 
Andrew, 1998; Boucher et al., 1999). 
   
 1.9.2 O papel do NO na asma 
 O NO tem sido apontado como potencial mediador na inflamação asmática 
(Moncada & Higgs, 1993). Animais submetidos a modelos de asma experimental e 
pacientes asmáticos apresentam níveis aumentados de NO no ar exalado (Thomassen et al., 
1999; Eynott et al., 2002; Donnelly & Barnes, 2002) e, embora a fonte exata deste NO não 
esteja esclarecida, altos níveis de iNOS foram observados nas vias aeríferas de indivíduos 
asmáticos (Donnelly & Barnes, 2002). Xiong e colaboradores (1999) mostraram em um 
modelo de inflamação alérgica das vias aeríferas que camundongos knockout para iNOS têm 
as manifestações da doença bastante reduzidas, incluindo a infiltração de leucócitos, 
principalmente eosinófilos.  
Eynott e colaboradores (2002) mostraram que ratos têm os níveis de NO exalado, 
após a provocação alergência, suprimidos pelo SC-51 (inibidor seletivo da iNOS), 
indicando que o aumento do NO exalado deve ser derivado da iNOS. Por outro lado, apesar 
da hiperresponsividade brônquica induzida pelo alérgeno ter sido suprimida, estes ratos não 
apresentaram a inflamação eosinofílica pulmonar diminuída.  
Outro trabalho com ratos mostrou que L-NMMA e aminoguanidina (ambos 
inibidores de NOS) inibiram o influxo de células inflamatórias induzido pelo alérgeno. A 
L-arginina (substrato da NOS) reverteu o fenômeno e aumentou o influxo celular, enquanto 
a D-arginina não causou efeito. Esse trabalho apóia o conceito de que a produção de NO, 
através da iNOS, tem um papel importante na migração das células inflamatórias (Tulic et 
al., 2000).  
Um estudo com pacientes asmáticos mostrou que o desafio com alérgeno nas vias 
aeríferas eleva os níveis de NO local, e que o LBA tem níveis aumentados de eosinófilos e 
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citocinas (GM-CSF e MIP-1), apoiando a correlação entre a presença de NO nas vias 
aeríferas e o estabelecimento de parâmetros inflamatórios (Thomassen et al., 1999).  
 O uso de inibidores de NOS em eosinófilos de ratos (Zanardo et al., 1997) e 
humanos (Thomazzi et al., 2001) mostraram que essas drogas inibem a quimiotaxia de 
eosinófilos in vitro. O tratamento crônico de ratos com L-NAME (inibidor não seletivo de 
NOS) reduz a migração de eosinófilos in vivo no modelo de pleurisia (inflamação não-
alérgica) (Ferreira et al., 1996). Em ratos sensibilizados com ovalbumina, o L-NAME foi 
também capaz de inibir a infiltração de eosinófilos nas vias aeríferas (Ferreira et al., 1998). 
Outro trabalho realizado com inibidores de NOS, doadores de NO, inibidor da guanilato 
ciclase solúvel e dibutiril GMPc mostrou que os mecanismos que controlam a quimiotaxia 
in vitro de eosinófilos humanos, através da via NO-cGMP, são parecidos em indivíduos 
com rinite alérgica e indivídos sadios (Ferreira et al., 2002).  
 Landgraf e colaboradores (2005) investigaram a infiltração de linfócitos e outros 
parâmetros da inflamação alérgica pulmonar em camundongos tratados agudamente com 
inibidores da síntese de NO (L-NAME e aminoguanidina), e em camundongos knouckout 
para iNOS. Surpreendentemente, os parâmetros analisados (incluindo número de 
eosinófilos no LBA) em camundongos iNOS -/- não foram significativamente diferentes dos 
animais controle; além disso, o tratamento de camundongos iNOS knockout com L-NAME 
ou aminoguanidina não afetou estes parâmetros.  
 Resultados de um estudo recente feito com camundongos sensibilizados mostraram 
que o NO gerado pela super-expressão de eNOS (através do uso de camundongos 
transgênicos) protege da inflamação alérgica através da redução da produção de eotaxina 
pelas células epiteliais das vias aeríferas e/ou da expressão de moléculas de adesão (ICAM-
1 e VCAM-1) no endotélio pulmonar. Este estudo mostra que, embora a maior parte da 
literatura indique a iNOS como muito importante na inflamação pulmonar alérgica, o papel 
da eNOS na resposta alérgica não deve ser negligenciado (Kobayashi et al., 2006). 
 Enfim, é indiscutível que, apesar de controverso, o NO tem um papel importante na 
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1.10 Quimiocinas e Óxido Nítrico 
Alguns trabalhos têm abordado a relação e/ou interação entre quimiocinas e NO. 
Young e colaboradores (1999) mostraram aumento do NO no ar exalado de macacos 
alérgicos 24 horas após o desafio com antígeno. Nestes animais, os níveis de eosinófilos 
presentes no LBA persistem elevados por muitas semanas após 3 desafios com o antígeno. 
Paralelamente, foi mostrado que estes animais produzem uma eotaxina que apresenta 
reação cruzada com anticorpos anti-eotaxina humana. Os níveis desta eotaxina se 
apresentaram consideravelmente aumentados após o desafio. Deste modo, a produção de 
eotaxina e de NO podem ser considerados marcadores da inflamação alérgica neste modelo 
experimental. 
 Um estudo feito com pacientes com rinite alérgica mostrou que a eotaxina induz 
aumento do número de eosinófilos no lavado nasal, acompanhado de aumento nos níveis de 
NO nasal (Hanazawa et al., 1999). Este estudo apóia o de Xiong e colaboradores (1999), 
pois sugere que o NO nasal possa ser útil na avaliação do status patofisiológico da resposta 
inflamatória na mucosa nasal. 
 Em um modelo murino de asma alérgica foi mostrado que a inibição da iNOS (com 
o inibidor AMT), durante o desafio com ovalbumina, reduziu a expressão das quimiocinas 
MIP-2 (quimiotática para neutrófilos) e MCP-1 (envolvida no recrutamento de células 
mononucleares) no tecido pulmonar. Isto sugere que a inibição da iNOS reduz o 
desenvolvimento do processo inflamatório através da modulação negativa da expressão de 
quimiocinas (Trifilieff et al., 2000). Outros trabalhos mostraram que o NO e doadores de 
NO podem inibir a produção das quimiocinas como IP-10, Mig e RANTES (Wetzler et al, 
2000; Frank et al., 2000; Romagnani et al., 2002).  
 Existem evidências que demonstram que o NO é capaz de suprimir as CC-
quimiocinas em vários tipos celulares durante inflamações das via aéreas (Zeiher et al., 
1995; Thomassen et al., 1997). Blease e colaboradores (2000b) demonstraram que a 
inibição aguda do NO com o uso do L-NAME exacerba a hiperresponsividade, a eosinofilia 
e a produção das CC-quimiocinas eotaxina e MCP-1. 
 Deste modo, as evidências indicam que o NO pode atuar como mensageiro 
intracelular nas vias de sinalização de quimiocinas (Cherla & Ganju, 2001). 
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2. OBJETIVOS 
 O objetivo geral deste trabalho foi investigar a interação das CC-quimiocinas 
eosinofilotáticas eotaxina e RANTES e da via de sinalização NO-cGMP em eosinófilos 
periféricos de humanos. 
 
2.1 Objetivos específicos 
 
I. Avaliar o efeito da eotaxina ou RANTES sobre a viabilidade de eosinófilos; 
II.  Avaliar em eosinófilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na 
adesão à fibronectina; 
III. Avaliar em eosinófilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na 
expressão das integrinas VLA-4 e Mac-1; 
IV. Avaliar em eosinófilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na 
desgranulação;  
V. Avaliar em eosinófilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES na 
quimiotaxia; 
VI. Avaliar em eosinófilos deficientes de NO o efeito da eotaxina ou RANTES sobre os 
níveis de cGMP; 
VII. Investigar em eosinófilos de indivíduos sadios e asmáticos deficientes de NO o 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Amostras de sangue 
 Sangue venoso foi coletado de voluntários sadios ou asmáticos, entre 21 e 45 anos, 
de ambos os gêneros, através de consentimento escrito aprovado pelo comitê de ética local 
(no. 048/2004). O sangue foi colhido na presença de citrato de sódio (3,13%; 1:10). Foram 
utilizados indivíduos sadios, sem história prévia de asma ou outras doenças alérgicas e que 
não fizeram uso de medicamentos (corticóide sistêmico, antiinflamatórios não hormonais) 
nas duas últimas semanas. A seleção dos pacientes quanto ao grau do estado asmático, bem 
como o controle dos mesmos quanto à abstenção de drogas antiinflamatórias porventura em 
uso corrente (glicocorticóides, p.ex.) foi feita pelo Dr. Antonio Condino Neto (Faculdade 
de Ciências Médicas / UNICAMP). 
 
3.2 Isolamento de eosinófilos 
 O sangue não coagulado (60-120 ml) foi inicialmente diluído (1:1; v/v) com PBS 
(pH 7,2-7,4). Alíquotas de 35 ml de sangue diluído foram colocadas sobre 15 ml de solução 
isotônica de Percoll (9,5 ml de Percoll, 4,0 ml de água e 1,5 ml de solução salina de 
HANKS concentrado 10x; densidade 1,082 ± 0,005 g/ml; pH 7,4; 340 mOs/kg H2O de 
osmolaridade; Sigma Chem. Co., EUA) em tubos plásticos de 50 ml. Após centrifugação 
(20 minutos; 1000 x g; 4°C), a camada de células mononucleares foi descartada, e o pellet 
contendo eritrócitos, neutrófilos e eosinófilos foi aspirado e transferido para um tubo limpo. 
Os eritrócitos foram lisados (13 minutos; 0°C) por adição de 5 volumes de solução 
isotônica gelada de cloridrato de amônia (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM e EDTA 0,1 
mM) para 1 volume do pellet. Após a lise, a suspensão celular foi centrifugada (10 minutos; 
500 x g; 4°C) e o pellet resultante foi lavado 1x (10 minutos; 500 x g; 4°C) em PBS. Em 
seguida, foi feita a contagem de células (corante Turk) em câmara de Neubauer. 
  
3.3 Separação imunomagnética de eosinófilos 
 Utilizamos o sistema magnético de separação celular (MACS; Miltenyi Biotec, 
Alemanha; e Becton-Dickinson, Reino Unido) para separar eosinófilos, conforme descrito 
por Hansel e colaboradores (1991). Inicialmente a coluna foi lavada 4x com PBS/BSA 
0.5% e, posteriormente, incubada com PBS/BSA 0.5% à temperatura ambiente por 1 hora. 
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Imediatamente antes do uso, a coluna foi resfriada por meio de 4 lavagens com PBS/BSA 
0.5% gelado. A mistura de neutrófilos/eosinófilos foi incubada com microbeads revestidos 
com anticorpo anti-CD16, por 30 minutos (6-12°C; 32 µl microbeads / 5x107células). 
PBS/BSA gelado (q.s.p. 1ml) foi então adicionado à suspensão de células, a qual foi 
transferida para o alto da coluna, sob campo magnético. Após aplicarmos a suspensão 
celular na coluna, mais 3 volumes (1ml) de tampão PBS/BSA foram passados pela mesma. 
As células CD16+ (neutrófilos) permaneceram presas à coluna, ao passo que as células 
CD16- (eosinófilos) foram coletadas (volume de eluição de 30 ml). As células CD16- foram 
centrifugadas (10 minutos; 500 x g; 4°C) e utilizadas nos ensaios.  
A determinação total de células foi realizada usando-se a câmara de Neubauer, 
obtendo o n° de células x 106/ml. As lâminas foram preparadas na citocentrífuga (10 
minutos; 2x106céls/ml; 100 μl; 1800 x g), e coradas com Diff-Quick para determinação 
diferencial em microscópio óptico. As células foram ajustadas na concentração desejada 
para cada ensaio. 
 
3.4 Ensaio de atividade celular pelo MTT 
Adaptamos o ensaio de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazólico] descrito por Ribeiro-Dias e colaboradores (2000). Sendo assim, 
utilizamos uma suspensão celular na concentração final de 2x106 eosinófilos/ml em meio de 
cultura RPMI 1640 (sem vermelho de fenol). As células foram estimuladas ou não com 
eotaxina ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) e incubadas em estufa (37ºC, 5% CO2, ar 
úmido) por 2, 3 e 4 horas. Após os diferentes períodos de incubação, adicionamos 100 µl 
das amostras/ poço, a uma placa de 96 poços (cada amostra foi feita em triplicata) e 
acrescentamos 10 µl de MTT (5 mg/ml em PBS). Incubamos por 3 horas em estufa (37ºC, 
5% CO2, ar úmido) e, após este período, adicionamos 100 µl de SDS 10% em HCl 0,01 M 
e incubamos por 18 horas em estufa (37ºC, 5% CO2, ar úmido). Por fim, realizamos a 
leitura da absorbância no comprimento de onda de 540 nm. 
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3.5 Citometria de fluxo 
A expressão das integrinas VLA-4 e Mac-1 na superfície de eosinófilos foi 
detectada através de citometria de fluxo. Para isto, após os períodos de incubação (2, 3 ou 4 
horas), os eosinófilos na concentração final de 3x106 células/ml (100 µl suspensão celular/ 
tubo) tratados ou não com eotaxina ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml), foram submetidos 
à técnica de marcação celular. Todos os anticorpos usados eram conjugados à ficoeritrina: 
CD49d (anti-VLA-4), CD11b (anti-Mac-1) e o IgG1(isotipo controle). 
Antes da marcação, cada tubo contendo as células foi centrifugado (500g - 4ºC) com 
500µl de PBS / BSA 0.5% /azida 0.2% por 10 minutos. Posteriormente, os sobrenadantes 
foram descartados e a cada tubo foi adicionado 10µl de soro humano inativado (para 
bloqueio de ligações inespecíficas). Os tubos foram incubados em geladeira (4ºC) por 20 
minutos. Após isso, os tubos foram novamente centrifugados (500g - 4ºC) com 500µl de 
PBS / BSA 0.5% /azida 0.2% por 10 minutos e os sobrenadantes foram descartados. Em 
seguida, foi adicionado a cada tubo 5µl de anticorpo e os tubos foram incubados em 
geladeira (4ºC) por 20 minutos. Após esta incubação, os tubos foram centrifugados por 10 
minutos (500g - 4ºC) com 500µl de PBS / BSA 0.5% /azida 0.2% e os sobrenadantes foram 
descartados. Por fim, a cada tubo foi adicionado 300µl de paraformaldeído 0.5% em PBS e 
os tubos foram mantidos em geladeira (4ºC) até o dia seguinte, quando foi feita a análise. 
As células foram analisadas a 488 nm no FACS (Becton-Dickinson FACScalibur). A 
intensidade de fluorescência foi comparada a do grupo controle. 
 
3.6 Adesão de eosinófilos à fibronectina 
 Poços de placas de 96 poços foram revestidos com 60 µl de uma solução de 
fibronectina (20 µg/ml em PBS) e incubados overnight a 4ºC. No dia seguinte os poços 
foram lavados 2 vezes com 200 µl de PBS e, em seguida, foram tratados por 1 hora (37ºC) 
com uma solução de BSA 0.1% em PBS (100 µl/poço) para bloqueio das ligações 
inespecíficas. Após a incubação, os poços foram novamente lavados com PBS e as placas 
foram deixadas em estufa (37ºC) para secagem dos poços. Em quanto isso, foram feitas as 
incubações dos eosinófilos em meio de cultura RPMI 1640 (sem vermelho de fenol) por 2, 
3 e 4 horas, na presença ou ausência das quimiocinas e/ou outras drogas (L-NAME e PAF). 
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Posteriormente às incubações, a cada poço foi adicionado 50 µl da suspensão de eosinófilos  
(7x104 células/ml). Em seguida, a placa foi incubada por 30 minutos em estufa (37ºC, 5% 
CO2) para permitir a adesão das células. As células não aderidas foram removidas e os 
poços foram lavados delicadamente 2 vezes com PBS. 50 µl de RPMI foi adicionado a cada 
poço previamente recoberto com fibronectina e, aos poços não recobertos, foram 
adicionadas concentrações variadas da suspensão celular original (em RPMI) para a 
formação de uma curva padrão de células. A adesão dos eosinófilos foi calculada através da 
medida da atividade da EPO das células aderidas (Nagata et al., 1995). 50 µl do substrato 
da EPO (1mM H2O2, 1mM OPD e 0.1% Triton X-100 em tampão Tris, pH 8) foi 
adicionado a cada poço. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente, 
adicionamos a cada poço 25 µl de H2SO4 4M para interromper a reação. A absorbância foi 
medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS, Labsystems, USA). A adesão foi 
calculada através da comparação das absorbâncias das amostras (desconhecidas), com as da 
curva padrão de células. 
 
3.7 Desgranulação de eosinófilos 
 Primeiramente, os tubos que receberam as células foram tratados com 1 ml de 
albumina de soro humano (HSA) 2.5 % por 2 horas a 37°C para bloquear a ativação não-
específica dos eosinófilos. Em seguida, os tubos foram lavados com 1 ml de PBS antes de 
receberem as alíquotas de eosinófilos. A suspensão de eosinófilos (em meio de cultura 
RPMI 1640 sem vermelho de fenol) foi ajustada para 5,5x106 células/ml (100 μl/tubo)  da 
suspensão (cada ponto experimental foi feito em triplicata). Posteriormente, os tubos com 
eosinófilos, na presença ou ausência das quimiocinas eotaxina ou RANTES (100 ng/ml) 
e/ou 0.1 mM de L-NAME, foram incubados em estufa (37ºC, 5% CO2) por 4 horas. O 
ionóforo de cálcio (A23187) foi usado como controle positivo (5 μM, 30 minutos) 
(Adamko et al., 2004). Após a incubação, os tubos foram centrifugados por 15 minutos 
(250 x g) e alíquotas de 50 µl do sobrenadante de cada tubo foram transferidas para poços 
de placas de 96 poços. 50 µl do substrato da EPO (1mM H2O2, 1mM OPD e 0.1% Triton 
X-100 em tampão Tris, pH 8) foi adicionado a cada poço. Após 30 minutos de incubação a 
temperatura ambiente, adicionamos a cada poço 25 µl de H2SO4 4M para interromper a 
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reação. A absorbância foi medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS, 
Labsystems, USA).  
 
3.8 Quimiotaxia de eosinófilos  
 Os ensaios de quimiotaxia in vitro foram realizados usando-se câmaras de 
quimiotaxia de 96 poços (ChemoTx 101-5). Aos poços da câmara foram adicionados 29 µl 
do agente quimiotático (eotaxina 100 ng/ml e/ou RANTES 100 ng/ml) e, em seguida, o 
filtro de policarbonato (poro 5 µm) foi posicionado na placa sobre os poços. Adicionou-se 
25 µl da suspensão de eosinófilos (4 x 106células/ml) na presença ou ausência de L-NAME 
(0.1 mM), sobre o filtro nos locais delimitados em forma de anel (sobre cada poço). A 
quimiotaxia espontânea foi verificada substituindo-se o agente quimiotático pelo RPMI 
1640. A câmara foi incubada por 2 horas em estufa (5% de CO2, 37°C). A pós a incubação, 
a suspensão celular restante na parte superior do filtro foi removida com o auxílio de uma 
gaze, e a placa foi centrifugada a 200 x g por 5 minutos a 20 °C. O filtro foi 
cuidadosamente removido e o volume restante dos poços foi reajustado para 29 µl. Este 
volume foi diluído 1:10 e alíquotas de 50 µl foram transferidas para placas de 96 poços. 50 
µl do substrato da EPO (1mM H2O2, 1mM OPD e 0.1% Triton X-100 em tampão Tris, pH 
8) foi adicionado a cada poço. Após 30 minutos de incubação a temperatura ambiente, 
adicionamos a cada poço 25 µl de H2SO4 4M para interromper a reação. A absorbância foi 
medida a 490 nm no leitor de microplaca (Multiscan MS, Labsystems, USA). O número de 
células que migraram para a parte inferior da placa foi determinado através da medida da 
EPO residual. 
 
 3.9 Extração e dosagens de  cGMP 
 3.9.1 Extração de GMP cíclico 
Os eosinófilos foram ressuspensos em PBS numa concentração final de 1 x 107 
células/ml e, em seguida a suspensão celular foi incubada com 2 mM de IBMX por 30 
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, os eosinófilos tratados ou não com as 
quimiocinas e/ou L-NAME foram incubados por 4 horas em estufa (37ºC, 5% CO2). O 
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doador de NO nitroprussiato de sódio (SNP) foi utilizado como controle positivo nos 
ensaios de dosagem de GMPc. A incubação foi interrompida adicionando-se etanol 
absoluto acidificado gelado (concentração final de 67%). As amostras foram agitadas 
vigorosamente por 30 segundos, incubadas em gelo por 30 min, e centrifugadas à 4000xg 
por 30 minutos (4°C). Os sobrenadantes das amostras foram recolhidos e guardados. Os 
pellets foram lavados com 0,5 ml de etanol acidificado gelado (67%), centrifugados a 
14000xg por 5 minutos e, estes sobrenadantes foram adicionados aos primeiros. As 
amostras foram secas a 55-60°C em banho-maria, sob fluxo de nitrogênio, e estocadas (-
20°C) até a dosagem do nucleotídeo. 
 3.9.2 Dosagens de GMP cíclico 
As dosagens foram realizadas com kits comerciais específicos para o nucleotídeo GMPc 
(Cayman Chemical Co., USA). As amostras foram previamente acetiladas de acordo com 
as recomendações do fabricante. Cada poço recebeu material proveniente de 1,5 x 106 
células (50 µl), e cada amostra foi feita em triplicata. A leitura foi realizada a 405 nm 
(Pradelles et al., 1989; Maxey et al., 1992). 
 
3.10 Nitração da albumina de soro bovino (BSA) com peroxinitrito 
 3.10.1 Preparação do peroxinitrito 
 A BSA nitrada foi usada como controle positivo para a detecção de proteínas 
nitradas. Inicialmente preparamos 3 soluções: NaNO2 0.6 M, H2O2 0.6 M em 50 ml de HCl 
0.7 M e NaOH 1.2 M. A preparação da reação foi feita com 10 ml de cada solução. As 
foram colocadas em 3 béqueres separadamente, sendo que o becker que continha a solução 
de NaOH foi colocado sob o agitador magnético. Em seguida, sobre a solução de NaOH 
foram acrescentadas as soluções de NaNO2 e H2O2, simultânea e rapidamente. A solução 
resultante da mistura das 3 soluções iniciais obteve uma coloração amarela. Em seguida, a 
solução final foi colocada em tubos de 50 ml e estocada a -20°C overnight. No dia seguinte, 
os tubos foram retirados do freezer, coletando-se rapidamente a parte mais amarelada, 
presente na parte superior da solução congelada, que é o peroxinitrito. As diluições do 
peroxinitrito foram feitas em NaOH 1.2 M. A determinação da concentração do 
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peroxinitrito foi feita através do espectrofotômetro a 302 nm, e com o auxílio da seguinte 
equação: Abs = b x c x e  
C = Abs x dil 
1670 
C = concentração final de peroxinitrito 
Abs = absorbância 
b (dil) = fator de diluição 
e (coeficiente de extinção do peroxinitrito) = 1620 M-1. cm-1 
 
 3.10.2 Nitração da BSA 
 O peroxinitrito (concentração final de 1mM) foi adicionado à uma solução de BSA 
1mg/ml e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida foi feita a 
neutralização com ½ volume de HCl 0.4 M.  
 
3.11 Western blotting para 3-nitrotirosina 
 Os eosinófilos foram isolados, ajustados para a concentração de 1x107 células/ml 
em RPMI 1640 (sem vermelho de fenol) e incubados em estufa (37◦C, 5% CO2) por 4 
horas, na presença ou ausência das quimiocinas eotaxina ou RANTES (100 ng/ml) e/ou 0.1 
mM de L-NAME. Após a incubação, a cada tubo contendo eosinófilos foi adicionado 5 μl 
do coquetel de inibidores de proteases (AEBSF 2 mM, aprotinina 1.6 μM, leupeptina 42 
μM, bestatina 72 μM, pepstatina A 30 μM e E-64 28 μM) e os mesmos foram estocados a -
80°C. Para o ensaio, as amostras de eosinófilos foram descongeladas, sonicadas (5 minutos) 
e centrifugadas (10000 x g, 4°C) for 15 minutos. O sobrenadante e o precipitado foram 
separados. O sobrenadante foi aliquotado e congelado. O precipitado foi resuspenso em 
tampão (1% NP-40, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 400 mM NaCl, 1mM EDTA), sonicado (5 
minutos) e centrifugado (10000 x g, 4°C) por 15 minutos. O pellet desta segunda 
centrifugação foi descartado e o sobrenadante foi congelado. Foram feitas dosagens de 
proteína nas amostras (sobrenadantes da primeira e segunda centrifugação), usando o kit 
Bio-Rad DC protein assay (BioRad). Quantidades equivalentes de proteína (40 μg) foram 
adicionadas ao gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 7.5 %). As proteínas foram transferidas 
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eletroforeticamente para membranas de PVDF, que foram bloqueadas com por 30 minutos 
à temperatura ambiente com leite desnatado 5% em TBS (Tris 200 mM, NaCl 1.5 M, pH 
7.6) contendo 0.1% de Tween (TBS-T). As membranas foram incubadas overnight (4°C) 
com o anticorpo monoclonal anti-nitrotirosina (1:2000). No dia seguinte, as membranas 
foram lavadas 6 vezes (10 minutos / vez) com TBS-T, e posteriormente incubadas com o 
anticorpo secundário conjugado com peroxidase (1:8000) diluído em uma solução 5% de 
leite desnatado em TBS-T por 1 hora. As membranas foram lavadas por mais 6 vezes com 
TBS-T. A detecção de proteína nitrada foi feita através do aumento de 
quimioluminescência (ECL plus Western blotting detection system). 
 
3.12 Análise dos resultados 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias (EPM) de n 
experimentos, quando apropriado. Diferenças estatisticamente significativas foram 
determinadas utilizando-se análise de variância (ANOVA) para múltiplas comparações 
seguido pelo teste de Tukey, ou teste t de student não pareado quando apropriado. Valores 
de P<0,05 foram considerados significativos. 
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4. RESULTADOS 
4.1 Efeitos das quimiocinas eotaxina e RANTES sobre a viabilidade dos eosinófilos  
 Inicialmente, realizamos ensaios de atividade celular pelo MTT com o objetivo de 
verificar a viabilidade dos eosinófilos após os 3 períodos de incubação. Diante disso, 
realizamos experimentos com eosinófilos purificados, estimulados ou não (controle) com 
eotaxina (10, 100 e 1000 ng/ml) ou RANTES (10, 100 e 1000 ng/ml) após 2, 3 e 4 horas de 
incubação. 
A tabela 1 mostra que os eosinófilos permanecem viáveis após 2, 3 e 4 horas de 
incubação em estufa a 37°C. Além disso, podemos notar que alguns pontos experimentais 
com células estimuladas com quimiocinas apresentaram valores de porcentagem 
significativamente aumentados em relação ao controle. No tempo de 2 horas, este aumento 
pode ser observado com ambas as quimiocinas nas concentrações de 100 e 1000 ng/ml. Em 
3 horas, o aumento ocorre com eotaxina nas concentrações de 100 e 1000 ng/ml e em todas 
as concentrações de RANTES testadas. Em 4 horas, o aumento ocorre com eotaxina nas 
concentrações de 100 e 1000 ng/ml na presença de eotaxina ou RANTES. 
Estes resultados nos permitem concluir que as células permanecem vivas em todos 
os tempos de incubação estudados, além de estarem ativadas na maioria dos pontos 
experimentais testados. 
 
Tabela 1. Efeito das quimiocinas eotaxina e RANTES sobre eosinófilos  
Tratamento Redução do MTT (% controle) 
2h 3h 4h 
Eotaxina     (10 ng/ml) 84.6 ± 6.6 113.0 ± 6.1 91.0 ± 2.7 
                 (100 ng/ml) 113.8 ± 5.0* 130.7 ± 2.3* 127.3 ± 3.6* 
                 (1000 ng/ml) 124.7 ± 5.0* 138.4 ± 2.0* 146.0 ± 11.8* 
RANTES  (10 ng/ml) 104.8 ± 1.6 128.8 ± 8.0* 105.8 ± 1.0 
                 (100 ng/ml) 118.9 ± 2.8* 133.4 ± 3.6* 138.4 ± 6.0* 
                 (1000 ng/ml) 117.4 ± 3.8* 118.0 ± 1.0* 147.0 ± 6.9* 
 A suspensão de eosinófilos (2x106células /ml) foi incubada por 2, 3 ou 4 h com eotaxina (10-1000 
ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Cada experimento foi realizado em triplicata (n = 3). Os 
resultados são expressos como % de redução do MTT em relação ao controle. *p<0.05 quando 
comparado com células não tratadas. 
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4.2. Adesão de eosinófilos à fibronectina 
 Após 2, 3 e 4 horas de incubação, os eosinófilos purificados, estimulados ou não 
com eotaxina ou RANTES, foram adicionados a poços previamente revestidos com 
fibronectina e incubados em estufa úmida (37°C, 5% CO2) para aderir por 30 minutos. 
 A figura 1 (painel A) mostrou que a pré-incubação por 2 horas das células com 
eotaxina ou RANTES não modificou a porcentagem de células aderidas à fibronectina em 
relação ao controle não estimulado (CTRL), em nenhuma das concentrações testadas (10, 
100 e 1000 ng/ml). O tratamento com PAF (10-6 M) também não modificou a porcentagem 
de células aderidas à fibronectina em relação ao controle não estimulado (CTRL). 
 Após 3 horas (painel B) de incubação com eotaxina ou RANTES, houve um 
discreto aumento da adesão dos eosinófilos estimulados com eotaxina (7.9±1.7%; 
10.9±3.0%; 11.6±3.39%, para 10, 100 e 1000 ng/ml, respectivamente) ou RANTES 
(9.2±2.0%, 11.4±3.4%, 12.5±2.9%, para 10, 100 e 1000 ng/ml, respectivamente), quando 
comparamos com as células não estimuladas (CTRL) (5.8±1.7%). Entretanto, este aumento 
não alcançou diferença estatística usando-se ANOVA. 
 O painel C ilustra os resultados obtidos após 4 horas de incubação na presença ou 
ausência das quimiocinas. Com este tempo de incubação, podemos observar um aumento 
estatisticamente significativo da adesão dos eosinófilos estimulados com o controle 
positivo PAF (10-6 M; 12.8±1.9%), eotaxina (14.1±2.2% e 11±2.0%, para 100 e 1000 
ng/mL) e RANTES (13.8±2.1%, para 100 ng/ml), em relação às células não estimuladas 
(CTRL) (6.6±1.0%).  
 É importante relembrar que os eosinófilos permanecem viáveis (ensaio de MTT) em 
todas as condições experimentais, quer na ausência, quer na presença de quimiocinas. 
Diante disso, estabelecemos 4 horas e 100 ng/ml de eotaxina ou RANTES, como o tempo e  
concentração-ótimos para os experimentos posteriores. 
 Com o objetivo de investigar uma possível interação da via de sinalização das 
quimiocinas com a do NO, resolvemos verificar, em experimentos separados, o efeito do L-
NAME (inibidor não seletivo de NOS) sobre o aumento da adesão induzido pela eotaxina e 
RANTES nas placas recobertas com fibronectina. 
 Analisando a figura 2 podemos notar que o controle positivo PAF (10-6 M; 
15.3±1.8%) e o L-NAME 0.1 mM (10.3±1.5%) foram capazes de aumentar 
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significativamente a adesão dos eosinófilos à fibronectica, quando comparados aos 
eosinófilos não estimulados (CTRL) (6.1±1.1%). Entretanto, a co-incubação de L-NAME 
com eotaxina (14.9±2.1%) ou com RANTES (14.7±2%) não modificou a adesão vista 
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Fig 1. Efeito das quimiocinas sobre a adesão de eosinófilos à fibronectina. Eosinófilos 
(7x104células/ml - 50μl/poço) foram incubados por 2, 3 e 4 h com (CTRL) ou sem PAF (10-6M), 
eotaxina (10-1000 ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram incubadas 
por 30 minutos em poços recobertos com fibronectina . Os resultados são expressos como média 
das porcentagens de células aderidas ± EPM (n=6). *P<0.05 quando comparado com CTRL. 
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Fig 2. Efeito do L-NAME sobre a adesão de eosinófilos à fibronectina. Eosinófilos 
(7x104células/ml - 50μl/poço) foram incubados por 4 h com (CTRL) ou sem PAF (10-6M), L-
NAME (0.1 mM), eotaxina (100 ng/ml) ou RANTES (100 ng/ml). Em seguida, as células foram 
incubadas por 30 minutos em poços recobertos com fibronectina para permitir a adesão. Os 
resultados são expressos como média das porcentagens de células aderidas ± EPM (n=6). *P<0.05 
quando comparado com CTRL. 
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4.3 Detecção da expressão das integrinas VLA-4 e Mac-1 
 As integrinas VLA-4 e Mac-1 são consideradas as moléculas de adesão mais 
importantes na adesão firme do eosinófilo ao endotélio, e por isso têm papel importante no 
recrutamento destas células para o tecido inflamado. Diante disso, decidimos avaliar 
através da técnica de citometria fluxo a expressão destas moléculas de adesão em 
eosinófilos purificados, estimulados ou não com eotaxina e RANTES, após 2, 3 e 4 horas 
de incubação. 
 4.3.1 Após 2 horas de incubação 
 A figura 3 mostra que eosinófilos tratados ou não com quimiocinas apresentaram 
um perfil de resposta semelhante tanto para VLA-4 (painel A) como para Mac-1 (painel B), 
ou seja, nenhuma das concentrações de eotaxina ou RANTES utilizadas foi capaz de 
aumentar a intensidade de fluorescência em relação ao controle (CTRL). 
 4.3.2 Após 3 horas de incubação 
 Analisando a figura 4 podemos observar que o período de 3 horas de incubação com 
eotaxina ou RANTES também não foi capaz de alterar a expressão das integrinas. Assim, 
não houve diferença significativa entre a expressão de VLA-4 (painel A) e Mac-1 (painel 
B) entre células estimuladas e não estimuladas com quimiocinas. 
 4.3.3 Após 4 horas de incubação 
 A incubação de 4 horas (figura 5) com eotaxina ou RANTES, novamente, não foi 
capaz de modificar a expressão de VLA-4 e Mac-1, mostrando padrão de resposta 
semelhante ao observado após 2 e 3 horas de incubação. 
 4.3.4 Após 4 horas de incubação (co-incubação com L-NAME) 
 Neste tempo de 4 horas de incubação decidimos verificar o efeito da co-incubação 
do L-NAME (0.1 mM) com eotaxina ou com RANTES (100 ng/ml) sobre a expressão de 
VLA-4 e Mac-1. A análise da figura 6 nos mostra que a co-incubação do L-NAME com a 
eotaxina ou com RANTES não alterou significativamente a expressão de VLA-4 (painel A) 
ou Mac-1 (painel B). 
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Fig 3. Detecção da expressão de VLA-4 e Mac-1 após 2 horas de incubação. Eosinófilos 
(3x106células/ml- 100 μl/tubo) foram incubados por 2 h; sem (CTRL) ou com eotaxina (10-1000 
ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram marcadas com anticorpo anti-
VLA-4 (painel A) e anti-Mac-1 (painel B). Os resultados estão expressos como média ± EPM (n=3-
4).  
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Fig 4. Detecção da expressão de VLA-4 e Mac-1 após 3 horas de incubação. Eosinófilos 
(3x106células/ml -100 μl/tubo) foram incubados por 3 horas; sem (CTRL) ou com eotaxina (10-
1000 ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram marcads com anticorpo 
anti-VLA-4 (painel A) e anti-Mac-1 (painel B). Os resultados estão expressos como média ± EPM 
(n=4).  
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Após 4 horas de incubação 
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Fig 5. Detecção da expressão de VLA-4 e Mac-1 após 4 horas de incubação. Eosinófilos 
(3x106células/ml -100 μl/tubo) foram incubados por 4 horas; sem (CTRL) ou com eotaxina (10-
1000 ng/ml) ou RANTES (10-1000 ng/ml). Em seguida, as células foram marcads com anticorpo 
anti-VLA-4 (painel A) e anti-Mac-1 (painel B). Os resultados estão expressos como média ± EPM 
(n=4).  
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Fig 6. Efeito do L-NAME sobre a expressão de VLA-4 e Mac-1 em eosinófilos. Eosinófilos 
(3x106células/ml -100 μl/tubo) foram incubadas por 4 horas na ausência (CTRL) ou presença de L-
NAME (0.1 mM), eotaxina (100 ng/ml) ou RANTES (100 ng/ml). As células foram marcadas com 
anticorpo anti-VLA-4 (Painel A) ou anti-Mac-1 (Painel B). Os resultados são expressos como 
média da intensidade de fluorescência ± SEM (n= 4). 
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4.4. Desgranulação de eosinófilos 
 Eosinófilos purificados de sangue periférico de indivíduos sadios foram tratados ou 
não por 4 horas com eotaxina (100 ng/ml), RANTES (100 ng/ml) e/ou L-NAME (0.1 mM).  
De acordo com Adamko et al. (2004), utilizamos o A23187 (ionóforo de cálcio – 5 
µM, 30 minutos) como controle positivo dos ensaios. D-NAME (0.1 mM) foi usado como 
controle negativo. A desgranulação foi avaliada através da detecção da atividade da EPO 
nos sobrenadantes coletados após as incubações.   
 Analisando a tabela 2 notamos que os eosinófilos tratados com o L-NAME, 
eotaxina e RANTES, individualmente, mostraram valores de densidade ótica elevados e 
estatisticamente maiores do que o valor das células-controle (RPMI). A co-incubação de L-
NAME com eotaxina ou RANTES, não alterou os valores de densidade ótica para EPO. 
Eosinófilos estimulados por 30 minutos com o A23187 (controle positivo) apresentam 
marcante liberação de EPO (135 % do basal) comparado com as células não estimuladas 
(dado não mostrado).  
  
 
Tabela 2. Efeito das quimiocinas eoatxina e RANTES e do L-NAME sobre a 
desgranulação de eosinófilos 
 
Tratamento Densidade ótica 
CTRL 0.39 ± 0.02 
A23187 0.87 ± 0.04* 
D-NAME (0.1mM) 0.27 ± 0.01 
L-NAME (0.1mM) 0.70 ± 0.04* 
Eotaxina (100 ng/ml) 0.70 ± 0.03* 
RANTES (100 ng/ml) 0.71 ± 0.05* 
L-NAME + Eotaxina 0.77 ± 0.02* 
L-NAME + RANTES 0.69 ± 0.04* 
 
Eosinófilos purificados de indivíduos sadios foram tratados ou não com eotaxina (100 ng/ml), 
RANTES (100 ng/ml) e/ou L-NAME (0.1 mM) por 4 horas. D-NAME (0.1 mM) foi usado como 
controle negativo. Os eosinófilos foram incubados com A23187 (5µM) por 30 minutos. A 
EPO contida nos sobrenadantes após as incubações foi medida e expressa como média ± EPM das 
densidades óticas (n=6). *P<0.05 quando comparado com o controle (CTRL). 
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4.5. Quimiotaxia de eosinófilos 
 Com o objetivo de investigar o papel do NO sobre a quimiotaxia de eosinófilos em 
resposta aos conhecidos agentes quimiotáticos eotaxina e RANTES, realizamos ensaios de 
quimiotaxia in vitro com eosinófilos na presença de L-NAME. 
 Eosinófilos purificados foram incubados por 2 horas em câmaras de quimiotaxia de 
96 poços (ver Materiais e Métodos), na presença ou não (CTRL) de L-NAME (0.1 mM), e 
a migração das células foi analisada em resposta à eotaxina (100 ng/ml), RANTES (100 
ng/ml) ou RPMI (migração espontânea). Analisando a figura 7, podemos notar que houve 
migração significativa de eosinófilos (tratados ou não com L-NAME) em resposta à 
eotaxina ou RANTES. Analisando separadamente a migração espontânea (grupos RPMI), 
podemos perceber uma pequena, porém significativa redução da migração dos eosinófilos 




























Fig 7. Efeito do L-NAME sobre a quimiotaxia de eosinófilos. Eosinófilos (4x106células/ml - 
25μl/poço) foram incubados por 2 h na presença ou ausência (CTRL) de L-NAME (0.1 mM) e o 
número de células que migraram em resposta à eotaxina (100 ng/ml) ou RANTES (100 ng/ml) foi 
analisado através da medida da EPO residual. Os resultados são expressos como média do número 
de células que migraram ± EPM (n=3). *P<0.05 quando comparado com RPMI, # quando 
comparamos RPMI CTRL com RPMI L-NAME. 
 
    69
4.6. Dosagem de GMP cíclico 
 A maioria das ações do NO é mediada pela ativação da guanilato ciclase solúvel, 
levando ao aumento da concentração de GMPc dentro das células. Por isso, resolvemos 
dosar os níveis de GMPc intracelular em eosinófilos etimulados com eotaxina ou RANTES 
(100 ng/ml), na ausência e na presença do L-NAME. 
A tabela 3 mostra que a incubação de eosinófilos por 4 horas com SNP 0.1 mM 
(doador de NO), usado como controle positivo, foi capaz de aumentar significativamente os 
níveis de GMPc. Entretanto, as quimiocinas testadas isoladamente (eotaxina e RANTES) 
ou co-incubadas com L-NAME não foram capazes de aumentar os níveis de GMPc em 
relação ao controle não estimulado (CTRL). 
 
Tabela 3. Efeito das quimiocinas eotaxina e RANTES e do L-NAME sobre os níveis de 
GMPc. 
Tratamento [cGMP] (pmol/ml) 
CTRL 4.45 ± 0.54 
SNP (0.1mM) 6.23 ± 0.50* 
L-NAME (0.1mM) 4.31 ± 0.62 
Eotaxina (100 ng/ml) 4.63 ± 0.51 
RANTES (100 ng/ml) 4.47 ± 0.59 
L-NAME + Eotaxina 4.31 ± 0.45 
L-NAME + RANTES 4.19 ± 0.42 
 
A suspensão de eosinófilos (1.5 x 106 células / poço) foi incubada por 4 h com L-NAME e/ou 
eotaxina, RANTES e SNP. As células não tratadas são representadas por CTRL. Cada experimento 
foi realizado em triplicata (n = 4-6). Os resultados são expressos como média ± EPM. *P < 0.05 
quando comparado com CTRL. 
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4.7. Análise de nitração de tirosina em eosinófilos  
 Inicialmente nitramos BSA para ser nosso controle positivo. Para constatarmos a 
eficácia do processo de nitração, fizemos um gel de poliacrilamida com diferentes 
concentrações da BSA nitrada (1, 3, 5 e 10 µg), que posteriormente foram transferidas 
eletroforeticamente para uma membrana de PVDF, e finalmente reveladas (ver Materiais e 
Métodos).  O procedimento de nitração da BSA foi eficaz, já que a revelação no filme de 
autoradiografia mostrou positividade para 3-nitrotirosina. Então, a concentração de BSA 
nitrada escolhida por nós como controle positivo de nossos experimentos foi a de 10 µg. 
 A figura 8 é representativa de 3 experimentos feitos com eosinófilos de indivíduos 
sadios estimulados ou não por 4 horas com L-NAME (0.1 mM), eotaxina (100 ng/ml), 
RANTES (100 ng/ml), L-NAME + eotaxina e L-NAME + RANTES (6). Entretanto, 
nenhum dos sobrenadantes testados apresentou positividade, exceto a BSA nitrada usada 
como controle positivo (figura 8 painel B). Para confirmarmos que todo o conteúdo 
protéico do gel havia sido realmente transferido para a membrana, coramos ambos (o gel e 
a mambrana) com o corante Comassie Blue. O gel não apresentou nenhuma banda protéica, 
indicando que a transferência da amostras foi total e eficiente para a membrana (figura 8). 
Em resumo, a transferência das proteínas para a membrana foi realmente eficaz, porém nos 
sobrenandantes testados não observou-se nenhuma proteína nitrada, mesmo quando 
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Fig 8. Membrana de PVDF corada com Comassie Blue (painel A). PM (peso molecular), N-
BSA (BSA- nitrada, controle positivo), linha 1: Sobrenadante de eosinófilos não-estimulados; linha 
2: Sobrenadante de eosinófilos tratados com L-NAME;  linha 3: Sobrenadante de eosinófilos 
tratados com eotaxina; linha 4: Sobrenadante de eosinófilos tratados com RANTES;  linha 5: 
Sobrenadante de eosinófilos tratados com L-NAME + eotaxina e linha 6: Sobrenadante de 
eosinófilos tratados com L-NAME + RANTES. Western blotting para 3-NT (painel B) 
(Positividade somente no controle positivo N-BSA). 
  
Além de testarmos os sobrenadantes, verificamos também se haveria a presença de 
proteínas nitradas no pellet. Aos precipitados formados foi adicionado tampão contendo o 
detergente NP-40, para a lise das células. Posteriormente foi feita uma nova centrifugação e 
estes novos sobrenadantes (formados a partir da lise das células contidas nos pellets) 
também foram testados para a presença de proteínas nitradas.  
 Analisando a figura 9 podemos ver um padrão de resposta muito semelhante ao da 
figura 8. Podemos notar que a membrana possui uma coloração mais fraca das bandas em 
relação às bandas da figura 8. Porém é necessário esclarecer que quantidades equivalentes 
A 
B 
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de proteína foram adicionadas aos poços de ambos os géis, aquele feito com amostras de 
sobrenadante (figura 8), e aquele feito com amostras de pellet (figura 9).  
Ao corarmos o gel (figura 9) com Comassie Blue confirmamos que a transferência 
para a membrana ocorreu com sucesso, já que no gel não apresentava mais nenhuma banda 
protéica. Porém, exceto o controle positivo (figura 9 painel B), não houve reatividade para 
nitrotirosina. 
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Fig 9. Membrana de PVDF corada com Comassie Blue (painel A). PM (peso molecular), N-
BSA (BSA- nitrada, controle positivo), linha 1: Pellet de eosinófilos não-estimulados; linha 2: 
Pellet de eosinófilos tratados com L-NAME;  linha 3: Pellet de eosinófilos tratados com eotaxina; 
linha 4: Pellet de eosinófilos tratados com RANTES;  linha 5: Pellet de eosinófilos tratados com L-
NAME + eotaxina e linha 6: Pellet de eosinófilos tratados com L-NAME + RANTES. Western 
blotting para 3-NT (painel B) (Positividade somente no controle positivo N-BSA). 
 
 
Resolvemos investigar a presença de proteínas nitradas também em eosinófilos de 
indivíduos asmáticos, em crise de asma e sem tratamento. O mesmo procedimento que 
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 Enfim, à semelhança do observado com eosinófilos de indivíduos sadios, apesar da 
transferência de proteínas para a membrana ter sido completa, nenhum dos sobrenadantes 
ou pellets testados foi reativo para 3-nitrotirosina (figuras não mostradas). 
É importante mencionar que em todos os experimentos realizados nos certificamos 
da qualidade da transferência das proteínas para a membrana, e sempre deixamos um filme 
de autoradiografia exposto overnight, pois deste modo garantimos que se tivéssemos uma 
positividade, mesmo que fosse fraca, seria detectada. Em resumo, em nosso sistema 
experimental, nenhum dos estímulos testados em eosinófilos humanos, de indivíduos sadios 
ou asmáticos, foi capaz de nitrar proteínas.  
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5. DISCUSSÃO  
A migração de eosinófilos para o tecido inflamado é um processo complexo, que é 
regulado por numerosos fatores, incluindo citocinas, quimiocinas, NO e interações de 
moléculas de adesão; interações estas não só entre células, mas também de células e 
elementos da matriz extracelular. Os papéis das quimiocinas e do NO sobre as funções dos 
eosinófilos nos processos alérgicos têm sido extensamente estudados; entretanto, estudos 
que investiguem a interação de CC-quimiocinas (particularmente eotaxina e RANTES) e a 
via NO-GMPc não têm sido explorados. Este trabalho, através do uso de eosinófilos 
humanos in vitro, sugere claramente que o NO não modula a adesão, quimiotaxia e 
desgranulação de eosinófilos estimulados com eotaxina ou RANTES à fibronectina, nem a 
expressão de Mac-1 e VLA-4 na superfície dos eosinófilos. 
A literatura tem acumulado informações sobre o papel das quimiocinas e do NO na 
migração de eosinófilos durante processos alérgicos. Alguns estudos têm mostrado que o 
NO é capaz de alterar a expressão de algumas quimiocinas (ver item Quimiocinas e Óxido 
Nítrico). Dos fatores quimiotáticos para eosinófilos descritos até o momento, as CC-
quimiocinas, particularmente eotaxina, eotaxina-2, RANTES, MCP-3 e MCP-4 têm sido 
apontadas como importantes para o desenvolvimento da eosinofilia brônquica presente em 
pacientes asmáticos (Ying et al., 1999). De maneira geral, quimiocinas podem induzir a 
expressão de integrinas na superfície de leucócitos, permitindo a adesão firme do leucócito 
à parede da célula endotelial próxima ao sítio inflamado (Ono et al., 2003), e 
posteriormente estimular a migração transendotelial (Gale & McColl, 1999). As integrinas 
VLA-4 e Mac-1 têm um importante papel na função do eosinófilo (Conran et al, 2001) e 
por isso foram escolhidas para serem estudadas em nossas condições experimentais. 
A revisão da literatura especializada nos mostrou que numerosos estudos realizados, 
principalmente com as quimiocinas eotaxina e RANTES, utilizavam tempos de incubação 
muito variados, de minutos a horas. Deste modo, escolhemos estudar tempos de incubação 
intermediários (2 horas) e/ou longos (3 e 4 horas), que no nosso conhecimento não têm sido 
explorados na literatura.  
Inicialmente, precisávamos garantir que as nossas condições experimentais não 
afetariam a viabilidade dos eosinófilos, ou seja, que eles continuariam viáveis após as 
incubações. Para tal, utilizamos o método de MTT, que foi originalmente descrito por 
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Mosmann (1983) e pode ser utlilizado para medir citotoxicidade, proliferação e ativação 
celular. É um ensaio colorimétrico que se baseia na redução do MTT pelas desidrogenases 
mitocondriais de células vivas. Esta reação produz o sal formazan que é insolúvel em água, 
porém solúvel em solventes orgânicos. Através de ensaios utilizando este método, pudemos 
comprovar que em todos os tempos de incubação testados as células continuavam vivas, e 
em determinadas condições, até ativadas.  
 Jia e colaboradores (1999) demonstraram em eosinófilos murinos, através de 
citometria de fluxo, que a eotaxina aumenta a expressão de CD11b, e que este aumento é 
máximo após 1 hora de incubação. Já a expressão de VLA-4, alcança o pico após 2 horas 
de incubação. Então, os autores sugerem que Mac-1 seja mais importante na transmigração 
(estágio inicial) induzida por eotaxina, enquanto VLA-4 participa mais ativamente em 
estágios tardios da resposta induzida por eotaxina. Por outro lado, um estudo realizado com 
eosinófilos de pacientes com rinite alérgica mostrou que a incubação dos mesmos com 
eotaxina por 30 minutos não foi capaz alterar a expressão de integrina α4 (Sung et al., 
2000). Ebisawa e colaboradores (1994) mostraram que RANTES, apesar de induzir 
migração transendotelial, não foi capaz de aumentar a expressão de CD11b. 
 Entretanto, um estudo demonstrou que a citocina GM-CSF é capaz de aumentar a 
ligação de eosinófilos à VCAM-1 (ou ao CS-1) através do aumento da afinidade de ligação 
do VLA-4 ao VCAM-1 ou CS-1. Este aumento da afinidade de ligação induzido pela 
citocina não está associado a alterações no número de receptores expressos ou à 
redistribuição de receptores para VLA-4, sugerindo que uma mudança conformacional no 
receptor de VLA-4 pode ser responsável por esta mudança na afinidade de ligação (Sung et 
al, 1997).  
 Evidências têm indicado que o NO tem papel importante na inibição da interação 
leucócito-endotélio e leucócito-matriz extracelular interferindo na expressão e atividade 
funcional de moléculas de adesão expressas pelo leucócito e pelas células endoteliais. O 
trabalho de Conran e colaboradores (2001) foi realizado com eosinófilos de voluntários 
sadios e os resultados obtidos estão de acordo com as evidências. Os autores demonstraram 
que o L-NAME aumenta a adesão destas células à matriz extracelular em 30 minutos, e 
aumenta também a expressão e função de moléculas de adesão, em particular, a expressão 
da integrina Mac-1 e a função da integrina VLA-4 (Conran et al., 2001).  
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Com base nestas informações, decidimos investigar a existência de interação das 
vias de sinalização das CC-quimiocinas eotaxina e RANTES com NO-GMPc em 
eosinófilos. Deste modo, o uso do inibidor de NOS L-NAME foi a ferramenta escolhida 
por nós para este estudo. Porém, é importante lembrar que nenhum dos trabalhos da 
literatura, até o momento, utilizou os mesmos períodos de incubação utilizados por nós. 
 Assim como fizemos nos experimentos de MTT, os experimentos de citometria de 
fluxo também foram feitos após 2, 3 e 4 horas de incubação. Não observamos diferenças 
significativas entre os controles e os tratados com eotaxina, RANTES ou L-NAME, nem 
para a expressão de Mac-1, e nem para a expressão de VLA-4. A co-incubação com L-
NAME com cada quimiocina isoladamente também não afetou a expressão das integrinas 
testadas. 
 Pelas informações da literatura relatadas anteriormente, notamos que há 
controvérsias, e que a estimulação de eosinófilos com quimiocinas pode resultar em 
diferentes respostas na expressão de moléculas de adesão, podendo resultar em aumento ou 
não da expressão das mesmas. No caso de haver um aumento de alguma resposta funcional 
(ex: adesão), este aumento pode não estar necessariamente relacionado com aumento da 
expressão de moléculas de adesão na superfície das células, assim como foi demonstrado 
por Sung e colaboradores (1997). Deste modo, devemos ter em mente que, embora não 
tenhamos observado aumento da expressão das integrinas Mac-1 e VLA-4, existe a 
possibilidade de que as quimiocinas testadas tenham modificado a função destas integrinas. 
 O estudo do recrutamento de eosinófilos se faz principalmente através de modelos 
in vitro como quimiotaxia, adesão e migração transendotelial . Neste trabalho, a técnica 
escolhida foi a adesão de eosinófilos à fibronectina. Já que os eosinófilos aderem 
especificamente à fibronectina via VLA-4 (α4β1, CD49d/CD29), e como o Mac-1(αMβ2, 
CD11b/CD18) também pode se ligar a esta proteína, esta técnica nos permitiu investigar, 
mesmo que indiretamente, se a função e/ou afinidade destas moléculas de adesão estariam 
alteradas após o tratamento com alguns fatores. 
  O acúmulo seletivo de eosinófilos nas vias aeríferas de asmáticos é um evento 
central da fisiopatologia desta doença, porém os mecanismos exatos responsáveis por este 
fenômeno ainda não estão completamente esclarecidos. Alguns estudos clínicos e 
experimentais têm mostrado associação positiva entre o aumento do número de eosinófilos 
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(no sangue e LBA) e a gravidade da asma (Gonzalo et al., 1998; Sato et al., 1999). Como se 
sabe, os eosinófilos são importantes células efetoras envolvidas na lesão da mucosa 
brônquica, uma vez que são capazes de sintetizar e liberar substâncias pró-inflamatórias 
como proteínas catiônicas, espécies reativas de oxigênio e citocinas pró-inflamatórias e pró-
fibróticas (Lampinen et al., 2004).  
 A capacidade dos eosinófilos de migrar para o sítio de inflamação é dependente da 
expressão e ativação de suas integrinas de superfície, e da ligação das mesmas a seus 
contra-receptores correspondentes presentes no endotélio vascular pulmonar (Sedgwick et 
al., 2005). Como já relatado, quimiocinas podem induzir a expressão de integrinas na 
superfície de leucócitos, permitindo a adesão firme ao endotélio próximo ao sítio inflamado 
(Ono et al., 2003), e estimulando posteriormente a migração transendotelial (Gale & 
McColl, 1999). A integrina α4 é constitutivamente expressa nos eosinófilos, e por isso a 
interação dos mesmos com células endoteliais via integrina α4 /V-CAM é considerada um 
mecanismo de recrutamento seletivo de eosinófilos para as vias aeríferas (Broide et al., 
2001). Por outro lado, é provável que um ou mais fatores adicionais sejam necessários para 
a adesão firme dos eosinófilos a VCAM-1 presente no endotélio, para que posteriormente 
ocorra uma transmigração eficiente (Yamamoto et al., 2005). 
  Os eosinófilos podem aderir especificamente à fibronectina utilizando VLA-4 como 
receptor para a mesma. Dessa forma, usamos o ensaio de adesão à fibronectina afim de 
investigar os possíveis mecanismos de adesão de eosinófilos em nossas condições 
experimentais. Nossos resultados mostraram que somente no período mais longo de 
incubação (4 horas) há aumento significativo da adesão dos eosinófilos estimulados com 
eotaxina ou RANTES. Além disso, vimos também que eosinófilos estimulados somente 
com L-NAME também têm adesão aumentada à fibronectina. De fato, L-NAME já tinha 
sido descrito como capaz de aumentar a adesão de leucócitos de gato in vivo (Giembycz & 
Lindsay, 1999) e também de eosinófilos à fibronectina (Conran et al., 2001). 
 O aspecto original deste trabalho foi a investigação de uma possível interação entre 
quimiocinas e NO e, por isso, analisamos a adesão de eosinófilos etimulados com L-NAME 
e eotaxina ou RANTES, simultaneamente. Os dados destas co-incubações mostraram que a 
adição de L-NAME não interfere no aumento da adesão que já era observado com cada 
quimiocina isoladamente.  
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 As CC-quimiocinas têm se mostrado capazes de aumentar a adesão de leucócitos 
em diversos sistemas in vitro (Weber et al., 1996), inclusive no sistema por nós utilizado, 
porém também são capazes de reduzir a adesão de eosinófilos (Weber et al. 1996; Vaddi & 
Newton, 1994; Tanaka et al., 1998; Bochner et al., 1999). Parece que a desativação de 
integrinas induzida por quimiocinas é importante no movimento dos leucócitos em direção 
aos tecidos (Bochner et al., 1999; Carr et al., 1996). Deste modo, parece que a ação de 
quimiocinas sobre as integrinas presentes nos eosinófilos têm uma cinética complexa 
(ativação e desativação). 
 Nossos resultados estão em contraste com os de Jia e colaboradores (1999), 
mencionado anteriormente, que demonstraram em eosinófilos murinos que a eotaxina pode 
aumentar a expressão de CD11b e VLA-4, porém com picos de expressão em tempos 
diferentes. Tal contraste pode ser devido a diferenças experimentais ou na espécie e fonte 
dos eosinófilos, sendo plausível especular que eosinófilos peritoneais de camundongos 
transgênicos (Jia et al., 1999) respondam de maneira diferente à eotaxina, quando 
comparados com eosinófilos periféricos humanos. Esta linha de raciocínio faz sentido, uma 
vez que a literatura mostra que um mesmo modelo experimental de asma, quando 
empregado em camundongos de linhagens diferentes, pode resultar em diferenças nas 
respostas inflamatórias das vias aeríferas, particularmente na inflamação eosinofílica 
(Ichinose et al., 2004). Isto indica também que o background genético não pode ser 
negligenciado. Além disso, também não podemos esquecer que, assim como nós, Sung e 
colaboradores (2000), já tinham demonstrado em eosinófilos de pacientes com rinite que a 
expressão da integrina α4 não é afetada pela eotaxina. Entretanto, devemos prestar atenção 
no status imune dos indivíduos (alérgico ou naïve), o tempo de exposição à quimiocina, ou 
ambos os fatores, sejam importantes para a resposta da célula à quimiocina, e devem ser 
levados em consideração durante a comparação de resultados descritos na literatura. 
 Ebisawa e colaboradores (1994) mostraram que RANTES induz migração 
transendotelial, porém não é capaz de aumentar a expressão de CD11b. Do mesmo modo, 
Jia et al. (1999) também não observaram modulação positiva de CD11/CD18 na presença 
de RANTES, sugerindo que o mecanismo de migração de eosinófilos induzido por 
RANTES é diferente da migração induzida por eotaxina. Nossos dados de eosinófilos 
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estimulados com RANTES concordam com os de Ebisawa (1994) e Jia (1999), uma vez 
que também não observamos aumento da expressão de Mac-1.  
 Em nossos experimentos, o L-NAME foi capaz de aumentar a adesão de eosinófilos 
à fibronectina em 4 horas, porém as expressões de VLA-4 e Mac-1 permaneceram 
inalteradas. Sung e colaboradores (1997) demonstraram que integrinas α4 expressas por 
eosinófilos podem existir em diferentes estágios de ativação, caracterizados por baixa ou 
alta afinidade de ligação aos seus contra-receptores, como o VCAM-1.  
 Analisando nossos resultados de citometria de fluxo e adesão à fibronectina 
podemos sugerir que talvez esteja acontecendo um mecanismo semelhante ao proposto por 
Sung e colaboradores (2000). Sugerimos que talvez a afinidade das integrinas testadas por 
nós tenha sido aumentada nos eosinófilos estimulados com L-NAME ou com as 
quimiocinas. Desta maneira, podemos supor que a função (avidez ou afinidade), possa ser 
modificada por estes estímulos. Esta seria uma explicação razoável para a adesão 
aumentada à fibronectina, sem ter havido aumento da expressão das integrinas. 
 É importante deixar claro que uma pequena quantidade de células estimuladas é 
capaz de aderir à placa recorberta com fibronectina, porém isso parece ser uma 
característica comum aos modelos que estudam adesão celular in vitro. A adesão basal 
(células não estimuladas) observada em modelos que usam placas recobertas com soro, 
fibrinogênio, fibronectina ou VCAM- 1 recombinante varia normalmente de 5 a 30%, 
dependendo do tipo de célula usada (eosinófilos, neutrófilos, plaquetas) e das condições 
experimentais (Conran et al., 2001; Sano et al., 2001; Marcondes et al., 2006). Assim, a 
estimulação celular com diferentes fatores costuma aumentar a adesão cerca de 20 a 100% 
acima do basal. 
 Em nossas condições experimentais, a adesão do eosinófilo à fibronectina mediada 
pela eotaxina ou RANTES não parece ser dependente de NO endógeno. Assim, nossos 
dados apóiam a idéia de que, embora quimiocinas e NO participem do processo de 
migração de eosinófilos in vivo e in vitro, até agora não parece existir in vitro uma 
interação entre ambos. Nessa área, a literatura mostra resultados muito variados e até 
contrastantes, que pode ser resultado diferenças metodológicas, de espécie animal, de fonte 
da célula, ou como dito antes, do tempo de exposição à quimiocina. Devemos ter em mente 
também que o fato de não observarmos aumentos de adesão superiores aos já determinados 
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pela eotaxina (ou RANTES) e L-NAME isoladamente seja resultado de uma limitação 
metodológica; ou seja, a resposta máxima já teria sido atingida por cada agente 
individualmente. 
 Embora inúmeras evidências mostrem que os eosinófilos têm participação 
importante na patogênese de doenças alérgicas, os mecanismos que regulam o tráfego e a 
desgranulação destas células nas vias aeríferas ainda não estão completamente elucidados. 
Eotaxina e RANTES são importantes fatores quimiotáticos para eosinófilos, portanto 
contribuem para o movimento dos mesmos do sangue para os sítios inflamatórios. Uma vez 
recrutados para os tecidos, os eosinófilos recebem sinais para desgranularem, resultando na 
liberação de suas proteínas granulares como a MBP, EPO e ECP, que têm sido associadas à 
indução de dano epitelial, edema e hiperresponsividade das vias aeríferas, desempenhando 
papel importante na patogênese de doenças alérgicas (Rothenberg & Hogan, 2006).  
 Noss objetivo a seguir foi investigar uma possível interação destas CC-quimiocinas 
e da via de sinalização NO-cGMP na desgranulação de eosinófilos. Assim, investigamos o 
efeito das quimiocinas eotaxina e RANTES, e do L-NAME (inibidor de NOS), 
individualmente ou em associação (L-NAME + quimiocina), sobre a desgranulação de 
eosinófilos de indivíduos sadios. Para tal, medimos a quantidade de EPO liberada nos 
sobrenadantes de eosinófilos estimulados ou não, durante a incubação de 4 horas. 
Escolhemos o tempo de incubação de 4 horas e 100 ng/ml das CC-quimiocinas tendo em 
vista que foi neste período e nesta concentração que observamos aumento de adesão 
significativo. Além disso, escolhemos a dose de L-NAME (0.1 mM) com base em trabalhos 
anteriores de nosso grupo (Conran et al., 2001) e nossa experiência nesta área. 
 El-Shazly e colaboradores (1998) demonstraram que a eotaxina induz liberação 
significativa de EDN quando comparada com o controle negativo. Este efeito é 
concentração-dependente, alcançando a resposta máxima na concentração de 100 ng/ml. 
Mostraram também que a quantidade de EDN liberada por eosinófilos estimulados com 
eotaxina foi equivalente à observada com RANTES e comparável com o PAF. Já que as 
quimiocinas estão presentes em altas quantidades nos sítios inflamatórios alérgicos, 
acredita-se que elas contribuam significativamente para a desgranulação eosinofílica local. 
Outro estudo mostrou que a desgranulação de eosinófilos é mediada por CCR3, que é o 
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principal receptor de quimiocinas responsável pela quimiotaxia de eosinófilos (Fujisawa et 
al., 2000). 
Trabalho realizado com uma linhagem de eosinófilos (clone 15 HL-60) analisou o 
efeito das eotaxinas 1, 2 e 3 sobre a desgranulação. Os resultados mostraram que o aumento 
da porcentagem de liberação de EPO foi concentração-dependente para as 3 eotaxinas. 
Além disso, foi investigada também a liberação de EPO em eosinófilos estimulados 
primeiramente com as eotaxinas, e posteriormente estimulados com A23187. Estes 
resultados mostraram uma potenciação significativa da desgranulação (com as 3 eotaxinas) 
na presença do A23187 (Badewa et al., 2002). 
 Nossos resultados de desgranulação reproduzem o que a literatura mostra, ou seja, 
mostram através do aumento da densidade ótica em relação ao controle negativo, que 
eotaxina (100 ng/ml) e RANTES (100 ng/ml) induzem a desgranulação através da liberação 
de EPO. Os resultados originais que obtivemos mostram que o L-NAME per se também é 
capaz de induzir a desgranulação. Porém, a co-incubação com as quimiocinas não alterou o 
efeito que já era observado com cada uma individualmente. Assim, o fato de o L-NAME 
não modificar a desgranulação induzida por eotaxina e RANTES indica que o NO não 
modula a desgranulação nos eosinófilos ativados pelas CC-quimiocinas testadas.  É 
interessante o fato do L-NAME per se ser capaz de aumentar significativamente a 
quantidade de EPO liberada, e em quantidade equivalente às obtidas com as CC-
quimiocinas. De fato, em outros tipos celulares, como o mastócito, inibidores da síntese de 
NO também se mostraram capazes de causar desgranulação celular (Salvemini et al., 1991; 
Kimura et al., 1999). Entretanto, até o presente momento, este estudo é o primeiro a mostrar 
que a inibição in vitro do NO em eosinófilos humanos leva à desgranulação celular. Sabe-
se que a liberação das proteínas granulares estocadas nos eosinófilos pode acontecer através 
da exocitose clássica, desgranulação piecemeal (em etapas) ou através da citólise (Clark et 
al., 2004); entretanto, estudos adicionais são necessários para elucidação do mecanismo (s) 
pelo qual o NO é capaz de influenciar a desgranulação do esosinófilo. 
 O NO é produzido por vários tipos celulares (Nathan, 1992) e regula inúmeras 
funções biológicas (Moncada et al., 1991; Tulic et al., 2000). Muitas de suas ações, 
incluindo regulação do rolamento, adesão e extravasamento de leucócitos são mediadas 
pela ativação da guanilato ciclase solúvel, com o conseqüente aumento da concentração de 
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GMPc nas células-alvo (Kubes et al., 1991; Giembycz & Linday, 1999). Estudos feitos com 
inibidores de NOS em eosinófilos de ratos (Zanardo et al., 1997) e humanos (Thomazzi et 
al., 2001) mostraram que essas drogas inibem a quimiotaxia in vitro dos eosinófilos, 
sugerindo um papel fundamental para o NO na quimiotaxia de eosinófilos. Por isso, 
resolvemos analisar a quimiotaxia de eosinófilos tratados ou não com L-NAME em 
resposta à eotaxina e RANTES.  
 Nossos resultados mostraram que houve significativo aumento do número de células 
que migraram em resposta à eotaxina ou RANTES em eosinófilos tratados ou não com L-
NAME. Entretanto, o tratamento com L-NAME não alterou o número de células migradas 
quando comparado com as células não tratadas. Um fato curioso e que vai ao encontro à 
literatura, foi a observação de que células tratadas com L-NAME tiveram a migração 
espontânea (em resposta ao meio de cultura somente) significativamente reduzida, quando 
comparado com células não tratadas. Assim, a inibição da NOS nestas condições 
experimentais, parece prejudicar a migração dos eosinófilos.  
 Resolvemos investigar o efeito da estimulação de eosinófilos com eotaxina ou 
RANTES, e também da co-incubação com o L-NAME, sobre os níveis de GMPc. A 
existência da via de sinalização NO-GMPc funcional foi claramente demonstrada em 
eosinófilos, mas existem poucos estudos na literatura que tenham medido níveis de GMPc 
nestas células.A exceção dos nossos dados, nenhum outro estudo avaliou os níveis de 
GMPc em eosinófilos tratados com inibidores de NO (como o L-NAME) em condições 
basais ou estimuladas. Nossos resultados confirmam que as dosagens funcionaram, já que o 
nitroprussiato de sódio (SNP) (controle positivo) foi capaz de aumentar significativamente 
os níveis de GMPc, quando comparado aos níveis de GMPc de células não estimuladas. 
Entretanto, os níveis de GMPc de eosinófilos estimulados com cada quimiocina 
isoladamente, ou em co-incubação com L-NAME, foram semelhantes aos dos eosinófilos 
não estimulados, indicando que a estimulação com as quimiocinas não interfere nos níveis 
de GMPc dos eosinófilos. Esperávamos que a incubação com L-NAME baixasse os níveis 
basais de GMPc nas células controle (CTRL). Não achamos na literatura nenhum outro 
trabalho que tenha dosado GMPc em eosinófilos na presença de L-NAME. Em plaquetas, o 
L-NAME também se mostrou incapaz de reduzir os níveis de GMPc (De La Cruz et al., 
2000), mas os autores não discutem este aspecto. Embora nós não tenhamos uma 
    84
explicação para o L-NAME não reduzir os níveis basais de GMPc, nós achamos que talvez 
isso seja reflexo de uma limitação metodológica. Neste trabalho, as condições 
experimentais envolveram o uso do meio de cultura RPMI 1640 (meio de cultura 
suplementado) para resuspensão dos eosinófilos, além de um tempo prolongado de 
incubação (4 horas). Sob estas condições, os níveis basais de GMPc foram 
aproximadamente 3,5 vezes maiores que os níveis observados em eosinófilos resuspensos 
em MEM (meio mínimo essencial) por 30 minutos (Conran et al., 2001; Thomazzi et al., 
2005). Assim, é metodologicamente dificil mostrar diferenças nas concentrações de GMPc 
entre amostras quando os níveis basais são relativamente altos.  
 A resposta inflamatória eosinofílica na asma está associada com a nitração de 
proteína, detectada por imunohistoquímica para 3-nitrotirosina (3NT), possivelmente sendo 
resultado da ação do peroxinitrito. Aliado a isto, foi constatado que a 3-NT estava associada 
ao aumento da expressão de iNOS, e que o tratamento com glicocorticóides foi capaz de 
reduzir ambos, expressão de 3NT e iNOS (Saleh et al., 1998). Neste caso, o NO parece 
exercer um efeito tóxico, oxidativo na asma, já que a nitração de tirosina altera a função de 
ambas, proteínas regulatórias e estruturais (Van Der Vliet et al., 1999). 
 Um trabalho feito em camundongos mostrou que a produção de NO e a inflamação 
eosinofílica estão intimamente relacionadas. Embora a inflamação eosinofílica seja, em 
parte, modulada pelo NO, os eosinófilos per se são fontes de NO, sugerindo assim que eles 
sejam importantes fontes de nitração de tirosina (Iijima et al., 2001). Com base nestas 
informações, decidimos investigar a presença de proteínas nitradas em nosso modelo 
experimental. Apesar das informações da literatura, nossos resultados obtidos de 
eosinófilos de indivíduos asmáticos e sadios mostraram ausência de proteínas nitradas em 
todos os pontos experimentais testados. Deste modo, parece que nas condições 
experimentais estabelecidas por nós não há nitração de proteínas, nem mesmo nos 
eosinófilos obtidos de indivíduos asmáticos. 
 Sato e colaboradores (2000) demonstraram que o peroxinitrito é capaz de diminuir a 
atividade quimiotática de eosinófilos estimulados com eotaxina, sugerindo que a nitração 
do resíduo de tirosina é responsável por este efeito. Embora fosse nossa intenção verificar 
também o efeito direto do peroxinitrito (adicionando-o aos eosinófilos e incubando por 4 
horas) sobre ensaios funcionais (adesão à fibronectina e desgranulação) com eosinófilos de 
    85
indivíduos sadios e asmáticos, o tempo e a dificuldade de obtenção de sangue de asmáticos 
não nos permitiu realizar estes experimentos.  
 Todos os resultados mostraram que nas condições estabelecidas por nós não existe 
interação entre as vias destas CC-quimiocinas e a via de sinalização NO-cGMP. Em 
resumo, nosso estudo mostrou que as CC-quimiocinas eotaxina e RANTES aumentam a 
adesão e desgranulação in vitro através de mecanismos independentes de NO. A 
incapacidade das quimiocinas em alterarem a expressão de VLA-4 e Mac-1 na superfície 
do eosinófilo sugere que mudanças na função da integrina (avidez ou afinidade) estão 























    87
6. SUMÁRIO E CONCLUSÕES 
 Nossos resultados nos permitem concluir que: 
I. O ensaio de MTT mostrou que os eosinófilos permanecem viáveis na presença de 
eotaxina ou RANTES, em todos os tempos de incubação; 
II. A adesão foi significativamente aumentada na presença de L-NAME, eotaxina ou 
RANTES; porém, a co-incubação do L-NAME com eotaxina ou RANTES não 
afetou a adesão observada na presença de cada uma das quimiocinas 
individualmente; 
III. A expressão de VLA-4 e Mac-1 não foi alterada em nenhuma das condições 
testadas; 
IV. A desgranulação de eosinófilos foi significativamente aumentada na presença de L-
NAME, eotaxina ou RANTES; porém, a co-incubação do L-NAME com eotaxina 
ou RANTES não afetou a desgranulação observada na presença somente de cada 
uma das quimiocinas; 
V. A quimiotaxia de eosinófilos foi significativamente aumentada em resposta à 
eotaxina ou RANTES; porém, o pré-tratamento dos eosinófilos com L-NAME não 
afetou a migração em repostas às quimiocinas; 
VI. Não detectamos resíduos de proteínas nitradas nos eosinófilos sadios ou asmáticos, 
estimulados ou não com L-NAME e/ou quimiocinas; 
VII. Os níveis de GMPc não se mostraram alterados em eosinófilos estimulados ou não 
com L-NAME e/ou quimiocinas. 
 
Podemos concluir que em nossas condições experimentais o tratamento in vitro com 
as quimiocinas eotaxina e RANTES aumenta a adesão, desgranulação e quimiotaxia de 
eosinófilos por mecanismos independentes de NO.  
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